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3ij stellingen
1 . Tegen d.e cloor Wittfogel (2. Lebensmittel-Untersuobi ui !,orscho,
l3[r 1 , L967) voorgestelde metode om te bepalen of vis vóór of
na d.e rigor mortis werd. d.ietrEe\Eoren, zíjn ernstige bezwaren in
te brengen.
2. De vorming van dimethylanine tÍjd.ens het bed.erf van vis is uit-
sluitenil. te wijten aan endogene enzymeno
3. De metode van Tarlattgis (Jo sci. Foocl agrio., Ë., 602, ï96il voor
cle bepalir€ van het [tsÀrgetal als naatstaf voor de oxyclatieve
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De jongste tien jaar is d.e wereld.produlctie van zeevis pralc'-
tisch verdubbeld, nI. van 31 tot 61 rniljoen ton (f.A,O 1-968), Alles Laat
cLaarenboven voorzien d.at d.e ontwikkeling van d.e visserij in tle konend.e
jaren nog aanzienlijker zaT zijn en d.at cle vis een steeds belangrijkere




Daar de vis echter óén van d.e meest bed.erfelijke produicten
bet behoud. van de hialiteit zware problenen. Vooraleer d.oel-
metoden voor het verlengen van de versheid te lcunnen ontwik-
een gtondige kennic! van d.e bed.erfversch.ijnselen nood.zakel-ijk.
'l{erd op clit gebiecL reeds beel wat wetensohappelijk onderzoek
op de beenvissen en voornanelijk op cie grote ind.ustrlël"e soorten zoaLs
kabeJ-jar:ru, haring, zal,m, tonijn enz. vemicht d.an werd. tot nog toe zeer
weinig aand.acht aan de lcaakbeenvissen (roggen, haaien) besteed.
Voor clit proefschrift werd de d.oornhaai (Squalus acanthLas L)
gekozen. De aanvoer van d.eze vis is sed.ert tle tweede werelcloonlog in
E\.rropa inmers aanzienlijk toegenomen, nI. van 20.000 tot 60.000 ton in
recente jaren. In Se1gië wordt hiervan per jaax ongeveer 900.000 1!g
in cle vissershavens binnengebracht i men kan hierbij opmerken d.at pnak-
tisch alle doornhaaien ontkopt en gestroopt ond.er d.e benaning trzee-
palingtt in de hand.el gebracht word.ên.
Over de biochemischo veranderingen tijd.ens bet bed.erf van
cloornhaai is zeer weinig bekencl. Deze thesis bleef evenwel beperkt
tot cle extraheerbare stikstofverbindingen (n:"et eiwitbestanddel.en) die
voor de biochemische kwaliteitsstud.ie belangrijke konponenten zijn.
2.
rn d.e eeTste plaats lnrnnen zij in d.e grond.stof (pas gevangên
vis) door ktalitatieve en kwantitatieve verschillen het vercler verloop
van het bederf beinvloeden. Het is immers een fej-t d.at biologisohe
faktoren zoals levensmilieu, geslachtscyclus, seizoen, voedirrg, oud.er-
d.omr enz. d.e samenstelling van d.e vj-s in het algemeen en deze vir.n d.e
extraheerbare stikstofverbind.ingen in het bijzonder, Icunnen wijzigen
en aldus tl.e evolutie van d.e d.iverse afbraakprocessen na cle dood. van
cle vis lcr:nnen beÍnvloeden (Sramstedt 1962).
Een tweede reden is d.at deze verbind.ingen tijtlens d.e d.aarop
volgende bewaarperiod.e in aanzj-enlijke mate word.en gevornd, zod,at hr11"r
studie veel inforrnatieg over d.e bed.erfverschijnselen ka"n bijbrengen.
Daar hierover voor S. acanthias lÍeinig of niets bekendl is,
is het cloel van dit proefschrift t
1. Na te gaan hoe cle belangrijkste biologische falctoren, n1. geslaoht,
geslachtsriipheitl (oud.eriLom) seizoen en voeiiing het gehalte aan de
voornaarnste extraheerbare stlkstofverbindingen in pas gevangen
d.oornhaai beïr,rvloed.en en welke vari.antie hierbij voorkosrt.
2. Tijd.ens bewaarlnroeven in ijs te bestud.eren boe d.e eventuele versohj.l-
len in samenstelling van d.e grond.stof d.oor bovenvermelcl.e falsboren
veroorzaaktr d.e evolutie van d.e extraheerbare stikstofbestanddelen
en d.e snelheicl van bederf van d.e vis ln:nnen beïnvloeden.
3. Te onderzoeken wolke verbintlingen a1s geschikte versheÍd.sind.iketoren
voor d.e objektieve lnvaliteitsbepaling van d.oornhaai lcunnon word.en
gebruikt.
Eet ond.erzoek bl,eef beperkt tot d.e periode beginnende na
cie rigor nortis en eintligend.e met d.e eerste duid.elijke tekene van be-
derf r lllràr'lí. cle periocle d.ie voor d.e kommerciëIe praktijk van belang
-)
is. De purine-d.erivaten (nuclcÏnezuren, nucleotid.en, enz.) werd.en niet
in d"eze dissertatie behand.eld.. Zij zijn trouwens vooral van betekenis
in d"e periocle gaand"e van d.e d.ood. van d.e vis tot d.e rigor mortis











1 .1 . A1-gem6ne gegevens.
De doornhaai (Squalus acanthias Lirueaeus lJlB i sJm. r
Acanthias acanthias Linnaeus, Acanthias vulgaris Risso) behoort tot
d.e klasse van d.e Cbond.richtyes, onderklasse van d.e Elasrnobra.nchii of
dwarsbekken, orde van de Squaliformes (PLer:rotremata), fanLlie van de
SqualÍdae (riguur f) (ïnternational Cod.e of Zoological Nonenclature
tg61).
De doornhaai uit tle StilLe Oceaa,n werd. lange tijd. aLs een
afzond.erLijke soort aangezien (Squalus suckleyi GÍrard) tot uit tLe
uitgebreid.e onderzoekingen van 3ige1oÏí en Schroeder (fg+g) gebleken
is d.at er geen rÍale' morfologische versohillen zijn. De naam Squa3.us
acanthias werd. dan ook algeneen ê&Dgêaomêoo
Sijzonder kenmerkend. zijn d.e twee doornen die zich voor
iedgre rugvin bevinden. De d.oornhaai, die een kraakbeen end.oskelet
heeft, tordt tot 1r2O m fane ( + 10 t€) en zijn levensduur gaat tot
!,O jaat. Zoals bij tle meeste vissen wordt het wijfje g?oter. Hij
komt aIs bod"emvis.zowel in oniliep water a1s op diepten tot 4O0 D vooro
S. acanthias is een wereld.bewoner. Men vind.t cleze vis prak-
tisch in alle wateren, van d.e noord.elijk zeeën tot d.e tropen t hii
kont echter het talrijkst in cle Noord.zee en aan d.e lcusten van cle
Atlantische en Stille 0ceaan voorr
Aasen Qget) en Hold.en (f9e5) stelclen vast d.at 1n d.e Noord.-
zee twee grote, relatief goed. gescheid.en populaties voorkomen, nl.




populatie benoont het zeegebietl tussen Schotland. en Noo:rregen i.n d.e
winter maar is vooral gekonoentreerd rond. aie Sbetlands en de Orkaclen
getlurencl.e d.e zomsr.
De Kanaal-populatie bevinclt ziob in de rinter hoofclzakelijk in
Kanaal en nigreert grotendeels in d.e lente naar het zuid.eJ.iJk tleel
de Noordzee.
S. aoanthias is ovovivipaar. De voortplantingscyclus is uit-
zonderlijk lang en d.uurt van het bègin van de ontwikheling van cle
eieren tot èe geboorte van de jongen ongeveer {8 maand.en. Daar tne€
cyclussen geLj.jktijd.ig verlopen kan d.e cloornhaai on d.e twee jaar
jongen afwerpen.
De eerste oyclus geschieclt in cle eierstok. Na 24 naanclen zijn
de eierren voJ-leclig ontwikkeLd. en tred.en in tle twee baarmoedsrs waar
ze bevruobt worcl.en (2de oyclus). Na 36 maanden breekt het eÍkapeel-
en cle embryor s komen vrij in d.e utemi te liggen. Na 48 naaniten ten-
slotte word.en d.e jorrgen geboren en bebben d.an een genicldelcle lengte
van 27r! om. Er:n aantaL schonneLt tussen 3 en J.J (geniilcleJ.d. 7).
De ornrlatie gebeurt gewoonlijk in d.ecenber-januarl en de ge-
boorte in november tot januari (UotAen en l\ïead.ows l)62).
De geslaobtsrijpheitl wordt bij de mannetjes bij een }cleinere
lengte dan biJ de wijfjes bsreikt.
Tenslotte kan word.en vermeld. clat d.e osmoreguJ.atie van dlo
cloornbaai en and.ere kraakbeenviÊsen essentieel van deze van d.e been-
vissen versohilt, waar dl.e inwend.ige osrnotische dnrk kleiner d.a^n d.e
uitwend.ige ie (bypotonie). Men heeft integentteel een liobte ffi2er-
tonie, clie behouden blijft d.oor d.e aanwezigheid. van hoge koncsntraties
aan urerrn en trlnetbyla,nineoxycle (F'orster 1967).
Ê,
1.2. Het beclerf van S. Acanthias.
I .2.1. !€- Aan Federf ond.erhevige substraten.
0m cle evolutie van cle extraheerbare stikstofbestanddelen
tijclens het bed.erf te lamnen volgen, is een grond.ig inzicb.t ln tle
sanenstelling van d.e doornhaaie n.a.TÍr vàn de aan bed.erf onderhevige
substrat en nood.zakeli jk.
Over de algemene sanenstelling van S. acanthias komen in d.o
U.teratur.rr slechts gegevens van Reay et aL. (fg+l) en van Sb.ewa"Ir
(fglt ) voor, die da,n nog op een zeer beperkt aa,ntaL inctivictuen werden
bepaaltl. Volgêns deze auter;rs bestaat cle d.oornhaai uit r
I{ater t 7548 í"
Tota1e etikstof z jrlj,rA {o
Niet-eiwitgebonden stikstof z J rO-I'J /o
Lipiden t 319-5,6 í"
Koolbqrd.raten r l OJí"
De afbraak van de lipiden en de koolhydraten word.t in dit groefsohrift
niet vercler behandeld..
1 .2.2. .
Bij de doornhaai 
- 
zoals bij de and,ere d.warsbekkor 
- 
be-
d.raagt de niet-eiwit-fraktie zowat 34 í" van de totale stikstof , t.o.v-
9r2 à J.B,J í" bij d.e beenvissen (Shewan 1951).
Deze fraktie bestaat overwegend. uit (a) r.rrer:rn t (b) trÍmethy-
la.nineoxytLe (tu.nO) ên verwante lcwaternaire arnmonir.umrerbindingen (bv.
betaïne, choline) ; (o) guanid.ine d.erivaten (bv. oreatine, oreatinine) 9









































































































Ftg.2- Brosynthesen van ureum
7.
(f) vluchtige stikstofbasen (ammoniak, aminen) t d.eze laatste stoffen
komen in levende of pas gevangen vis slechts in gerínge koncontratÍe
voorr rnaar worden belangrijk tíjdens het bed,erf ; (g) ptrined.erivaten,
zoals ADP, ATP, inosine, hypoxanth.ine.
Zoal,s reeds in de inleid.ing vermeld. worden d.eze Laatste hier
niet verd.er bestucleerd.
1 .2.2.1 . ïrer:n (unr)rco.
Bij d.e beenvissen komt weinig ïrreum voor (Or) tot t5 W /r).
3ij de kraalcbeenvissen echter is deze base d.e noeest karakterístieko en
belan€rijkste ertraheerbare stikstofverbinding en maalct zowat 45 í, van
cle niet-eiwitstikstof uitn Ureun komt voor ln alle weefsels en or-
ganen in een koncentratie die in d.ezelfde vis overaL relatief eeLijk
ig en tussen I en 2 y'o schonne3-t.
ïn het vlees van S. acanthias komt volgens Sinid.u en 0isi
(fg:t) gernicltieLd. 1r? /o voor.
Voor de biosynthêse van ureun zijn twee mogelijke wegen be-
kenrl r d.e ornithine-cyclus en d.e pr.uine-weg, d.ie in recente Jaren
ontd.elct werd (3rown L964) (figuur Z).
3ij deze laatste biosynthese wordt vertrokkên van L-s€rlne of
een and.ere gesohilrte fornyl-d.onor en tetrahyd.rofoU.wrzutr 9 cte sSmthese
gaat over r:rinezuur, allantoïne, allantoïnezuur om uiteindelijk ïrrêum
te geven.
Uit proeven d.oor Goltlstein (tl6l) uJ.tgevoerd., bleek cle
ornithine-cyolus echter meer den 95 í" var, d,e ureum in S. acanthÍas
te proclucêren. Zoals bij de zoogd.ieren is d.e ornlthine-cycJ.us werk-
B.
z,aarn ín de leverr lraar arglnase en de overige nood.zakelijke enz;ruren
werd.en geïd.entificeerd.. Hrmter en Dauphinee (L924), Saldwin (fgeO)
stelclen echter vast dat ook in de meeste and.ere weefsels arginase &àrr-
getroffen worclt, maa,r in la,gere koncentraties. Campbell (fgef) beves-
tigde d.eze waarneningen maar kon d.e aanwezigheid. van ornithine-carba-
nyl-transferase, een sleutelenzym in de ornithine-cyoIus, buiten d.e
lever niet aantonen. Eet is d.aarom twijfelachtig d.at in nornal€ otn-
stand,igheden signifikante hoeveelh.eden ureum buiten d.e lever gevormcl
Word.ênr





llneum in nagenoeg gelijke koncentratie in gans het
lichaan aanwezig.
1 .2.2.2 . TldAO_en verwante-rrerbind.i4gen.
a) nru,o (cur)rlo
De aanwezigheid. van TIIAO in zeevis werd. voor het eerst door
Srn'va in 1909 vastgestelcl, en wel ín d.e d.oornhaai. Sed,ertd.ien wercl
het in alle onderzochte soorten zeevis gevonden (Beatty L!l! I Dyer
tg52).
Het TI4AO is typisch. voor zeevis, en komt in zoetwaterrnlsson
weinig of niet voor (Dyet 1952 ; Sinidu 1961). Het gehalte kan aan*
zienlijk verschillen volgens de vissoort en d.e visgrond. De Clupefdae
(bv. haring) bevatten gemid.deLd. orqgeveer 40 ng í"t d.e Gacloïd,ae (bv.
kabd$auw) + 90 mg /" (nyer f952). De d.warsbekJcen bevattên een duid.e-
f.iJk hoger gehalte : 190 tot 27O mg N /'voor Squalus acanthias (Seatty
1939 9 Nomis en Senoit 1945 I Dyer 1952).
Over de funktie en d.e oorsprong van het TIIAO bestaat nog
geen volled.ige zekerheicL.
9.
De meeste auteurs zijn het echter eens dat bet TMAO bíj
kraakbeenvissen althans eên osmoregelend.e funktie bezit. Het hoger
gehalte is biervoot een aanduid.ing, Volgens Baldwin (f9eO) is d.e bii-
d.rage van het TUIAO 20 tot 25 /o van de totale osmotische d.ruk van het
irnvendig med.irrm'
Volgens d.ezelfde auterr zou bet TIliAO ook aLs firnktle hebben 
-
analoog net uf,eum 
- 
het overtollige ammonia, d.at anders toxisoh zou
worden, te eLiminêrêRo Dit zou gebeuren d.oor transmethylering en
o:cyd.atie in d.e lever en bij sonnige soorten ook in d.e d.onkere slrieren,
Dat TMAO in lcaakbeenvissen een essentiële netabolische fr.mktie bezit
die versohilt van d.e beenvissen líord.t ook sterk gesuggereerd. d.oor bet
feit d.at het bloed van d.e Elasmobrauohii een relatieve hoge konoentra-
tie van dit oxyd.e bevat, terwijl het pralctisch niet voorkomt in het
bloed van beenvissen (Senoit en Norris 1945 g Dyer 1952).
Senoit en Nomís (tgqS), Ogilvie en llamen (195?), ïÍashimoto
en Okaichi (1958 a, b) en Okaichi et al. (i-g!g) bewezen ecbter d.at het
TI\IAO ook van exogene oorsprong kan zíjn en uit het voedsel kan word.en
opgênomen.
Volgens Dyer (tg>Z) en Bilinski (1962) kan ook een d.eeI van
het TMAO uit choline gevormd. vord.en. Ond.erzoekíngen van Sakee et aI.
(rgAor 1963) en van Silinski (L964), tenslotte toonden aan dat het
TMA0 in d.e vÍs ook door oxyd.atie van TMA kan worden gevornd.. Reeds
geruime tijd. is het trorrrens bekend d.at d.eze oxyd.atie ook bij d.e mens
en de zoogd,ieren plaats grijpt (Suwa !9O9 I Tarr 1941 ; Norris en




, ..o,, Setar.ne (cu.)"fr-cs^ 
-coog.- 5'5 é.
De lcaakbeenvissen bevatten een
genidcleld L50 ng ío tervíjJ- de beenvissen
boog gehaLte aan betaÏne
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( tb) rS -cnrcoou ---+ ( cH3)2N-cH2cooH
lJeïar-ne
Fig. 3. Siosynthese van choline en betaïne (ï,eutgardt 1963).
10.
zoetlÍate"vissen 1O og {o beva1,len. Een overzicht hiervart wordt d.oor
Shewan (tgSt) gegeven. Op te merken valt dat bij al-le onderzochte
vissoorten uitsluitend. glyoylbetaine voorkomt, Een uj-tzondering hier-
op vormt de patir:g, waar f, -t,rtyobetaïne aangetroffen wordt. Andere
betaïnen zoals homarine, trigonelLine en stachyd.rine werd.en uitshuj-tend.
in schaal- en ÏÍeekd.ieren gevonden ( Snewan 1951) .
Volgens Silinski (tl6+) zou betaïne door oxydatie van ohoU-ne
gevornd rord.en.
Over cholÍne kornen
Volgens Takad,a en Nisbinoto
dwarsbeklcen duicleli jk hoger
Sphpna zygaêna vonden d.eze
cliverse beenvissen.
Het kan ook uit fosfatid.en (bv.
word.en rrcijgesteld."
c) vrii glgligg (cur)rfr-cu z-ctzon..
in d.e literatuur weinig gegevens voorr
(fgfg t) zou het vrij cholinegebalte YEn
liggen d.an bij beenvissen. 3ij de haai




Vrij cho]ine ontstaat hoofd.zakelijk d,oor herhaaLde nethylering
van aminoetbanol, d.at uit glycine of serine gevormd word.t, d.oor
nethionine (r,euthardt 1963) (riguur 3).






focreatiner d.at enkele uren na
gebroken is (Reay et aL. 1943).
van het in d.e spieren aanwezige fos-
de d.ood. van de vis reeds volledig a^f-
11.
Het gehalte schomnelt voor cle d,iverse vissoorten van L62 tot
639 W per 100 g. (neay et al. l943 ; Shewan 1!!1 I Sakaguohl en Sl-
noid"u 1964). Voor doornhaai geeft Shewan (tgSt) ffO à 5OO rry % op.
Volgens Reay et aL. (f9+f) bliJkt er geen systenatisoh ver-
schil tussen TeLeostii en Elasmobranchii te bestaan. Algeneen giezien
ecbter is het gehalte in vie hoger d.a^n 1n zoogd.ieren.
Voor oreatinine vond.en Sakaguchi en Sinidu (196D gehalten
van 24, tot 56 rry /o in diverse beenvissên ên 59 mg í" tn de gevl-elrte
Uaai (lfustelus nanazo Sleeker).
1 .2.2'4 . Irijg gnlngzgrgn-e3 velwa.n-Le-vgrbindli.napn.
Volgens X'lorkin (fgfe) zou ied.ere d.iersoort een inf,racellu-
Laire specifieke vrije rtaninozr:renpoolrr bezitten net een specifieko
genidd.elcle konoentratie. Deze konoentratie is het hoogst bij d.e d.ieren
die het minst geëvolueend zijn en daalt naarmate een bogere evoLutie-
trap wordt bereilct. A1clus bevatten d.e kraakbeenvÍssen een hoger ge-
halte aan vrije aminozuren cLan d.e beenvissen.
Het voorkomen van €en typisohe aminozunenpool werd. bij di-
versê vissoorten d"oor Ranke (t959) Schaefer (tg>g) en Partna,nn (L965)
bevestigd., Deze auteurs wijzen er echter op dat d.oor uitwendige ln-
vloeden d.e individ.uele waarnemingen ttilcnijl-s sterke a^fuijkingen kwuren
vertonên.
Gegevens over rneijs aminozurên en veewante verbinctilgen bij
S. aoanthias Íorden enkeL bij Shewan (fgff), Vulftson (L961) en
Schaefq (f96a A) aangetroffen. Alleen ïulfrson voerde de bepalingen
kllantitatief uit.
12.
Van d.e overige Squalid.ae werden d.e hond.shaai (Scylliorhinus
canicula L) (Ranke 1959 ; Schaefer 1962 l) en de gevlekte haai
(Mustelus marrazJo Sleeker) (Sakaguohi en Simj-d.u 1964) ond"erzocht.




































































































































++++ t geer veel
(tcwantttatieve gegevêns in rg per 10O g visvlees g niet ingevrrld.e
gegevens werd.en d.oor d.e auteur niet vermeld.).
(t) loornhaai (Squalus acanthias ï,)
(o) Ilondsbaai (Scylliorhinus canicula ï,)
(a) Cevtekte haai (Mustelus nanazo Bleeker)
14.
1,2.3. Veranderingen in de extraheerbare stikstoffraktie poFt-
349[.
Reed.s ín I9O9 steld.e Sruns vast d.at het vlees en d.e srin
aarmezige biologische vloeistoffen van pas gevangen, gezonde rris,
steriel zijn. Dit werd sind.sdien herhaaLdelijk bevestigd.
(Maltschewsky en Partmann 1!)0 ; Eeiss 1954 ; Shewan 1962). Het slijnn,
de kieulven en d.e ingewand.en hebben echter een sterke kienbelasting, die
varieert tussen 102 en 105 per 
"*2 hlrid. of kieuwweefsel en tussen 103X
en 10" per ÍnI d.armvloeÍstof (Shewan 1949s L961),
Na d.e d.ood. van d.e vi.s word.t het inwend.ig e3-ektrod.Srnanisch
evenwiob.t van d.e weefsels verbroken; en de rnembranen d.ie tot da^n toe
semi-permeabeL ïanên lcunnen d.e d.iffusie van biologische vloeistoffen
en het intiringen van bakteriën niet meer beletten.
Het bederf van cle vis geschied.t zoals bij d.e andenre d.ieren
autolytisch en bakterieel. 3ij d.e autolyse geschied.t d.e ontbind.ing
van d.e d.ierlijke weefsels door de werking van d.e in d.e cellen aanwezige
( end,ogene) enzymen. De autolyse staat tegenover d.e bakteriëIe ont-
binding d.ie geschied.t d.oor exogene enzJrmen. Wij beperken ons hier
tot de autolyse van d.e stikstofsubstraten met uitzond.ering van purÍne-
basen.
1.2,3.1 . Auto$rse.
WilLstàtter en Saurnann (fgZg) gaven de naam Ékathepsinett aan
het geheel van d.e intracellulaire proteolytische enzJrmen. De betekenis
van d.e autoLyse voor het bed.erf van vis is nog steed.s een veel orn-
stred.en rmaagr Meestal is het immers zo dat men niet altijd" met zeker-
heicl kan uitnaken of bepaalde afbraalprotlukten uitsluitend. van auto-
lytische oo?sprong zijn d.an wel ged.eeltelijk of gebeel balcterieel
worden gevormd.
15.
0m het aand.eeL van de intracellulaire enzymen te lcunnen be-
palen, rooet a1le bakterië1e proliferatie worden uÍtgeschakeld.. Dit
kan gebeuren hetzij d.oor het gebrrrik van antiseptica zoals tolueen of
chloroformr van antibioticar v&n ioniserend.e stralen of cloor het uit-
snijden in aseptische omstancligbed.en van steriele blokken visvlees.
Al- d.eze technieken hebben nad.elen, Ïíaarvan het voornaamste is d.at het
bed.erf 
- 
zíi het autolytisch 
- 
niet meer in trnatuurlijkett onstand.ig-
hed.en plaats g"ijpt. Een overzicht biervan wordt door Jones (1962)
gegeven.
De meeste autetrr:s, d.ie diverse soorten beenvissen ond.erzochten
geven echter aan ilat cle auto\rse bij 0o c gering is, warureer men het
gehalte aan vrije aminozuren d.ogeert (Proctor et al. lpJo ; partmann
I95Z ; Hod.gkiss en Jones :--955 ; Shewan en Jones 195? g ï,iston l!61 ,
Partmann L966). 7'íj zíjn van oordeel dat de autolyse van weinig be-
tekenis i-s voor het bed.erf van vis.
And.ere auteurs benad.erden het probleem van d.e autolyse enzy*
mologisch. Bailey et al . (t942) vond,en d.at de proteolytisohe alctiviteit
t.o.vr hena,globine a1s substraat het sterkst was bij pH {, d.us tane3-ijk
verwijd.erd van d.e normale post-rigor pH van vis nl. 6 tot J.
siebert (rgr8) bestudeerde de werking van kathepsinen en
neutrale endopeptidasen bij 37o C en diverse vissen en vond. in verge-
lijkins met zoogd.ieren (rund., varken, konijn en rat) pê:r gparn weefsel
vijfmaal meer kathepsinen in de lever, zesmaal meer in de milt en
tierunaal meer in d.e muslnrlatuur van vissen (460 à jo35 /ae tyr/b/e).
op te merken valt echter d.at d.e vissen een temperatur:r van + 3oo c
Ia,ger hebben d.an de zoogdieren. Wanneer nen rekening houcLt met cte QrO-
faktor word.t cle aktiviteit van de vissen bij ?o c ongeveer geJ.ijk aan
deze van d.e zoogdiêrêÍtr
16.
Neutrale end.opeptid.asen werd.en in tegenstelling net de zoog-
dieren niet in steriele vis aangetroffen.
Jones (tgS>r 1956, L959 b) stelde tijdens het bewaren vall
steriele kabeljarn'r een gevoelige verneerdering van l-methylhistid.íne
en i3 -alanine vast, Hij kon aantonen d.at d.eze aminozr.lren afkomsti-g
waren van het dipeptid.e anserine dat door een endogeen ênzJm gespLitst
'iverd.. Hij noend.e bet enzyn anserinase. Het anserinase zou enkeL in
Gad.oïd.soorten en bepaalde Salnonidae voorkonen (lut<ton en Olcott 1958) .
Schmltt et al. (Weq bestudeerden de dipeptidase-alctirriteÍt
in d.ivsrse vissen tro.v. 27 versohillend.e d.ipeptiilen als substraat.
Algeneen gezien overtreft de d.ipeptidase-aktiviteit in visweefseLs aan-
zienlijk d.eze van zoogd.ieren. Van al-le bekend.e rlipepticlasen vertoont
g1ycy1-Ï,-leuclne dipeptidase de hoogste aktj-viteit. De speoificiteit
bliikt eohter tanelijk breed. te zijn en het enzym kan talrijke homo-
logen van g1ycyl-L-leucine afbreken. Verd.er is ook van betekenis
L-alarry1gJ.yc ine d.i pept id.as e .
Siebert et ai, (f964) bestudeerden verd.er d.e enz;rmen van hot
aninozutmmetabolisme in kabeljaurv. Versch.illend.e transaminasen ver-
toonden een sterke aktiviteit. Aminozur.lrdecarboxylasen ontbraken
praktisch volled.ig waard.oor d"e vorming van aminen d.oor toed.oen van
endogene enzynen hoogstraarscbijnlijk niet pl-aatsgrijpt.
Svenmin werd.en oxyd.atieve enzJrmen (monoa,mino-or;rdasen) vast-
gesteld.,
1 .2.3.2. Sakterieel_bed"erf ,
De balcteriële fl-ora kan tcwalitatief en ]r:wantitatief aanzíen-
lijk variëren niet aIleen van vis tot vis, maa,r ook tijdens het bederf
17.
zel-:f . ïn d.Ít proef schrif t word.t hier niet vercler op ingegaan, Eb
kan er enkel op gewezen worden d.at tte bakteriën oveflÍegencl psychrofiele
g'raxn 
-negatieve staafjes zijn van de soorten Pseud.omonasr Acbromobacter
en Flavobacterium (Shewan 1962).
De hoofdwegen voor het ind.ringen van de rnÍkro-organismen
blijken te lopen van de ki.ewen en de nieren in het vlees via het
vasculair systeem energijds en rechtstreeks door d.e huid. en het buik"-
vlies and.erzijd.s.
Het tíjdstip waarop bakteriën in b.et steriel visvlees d.rirrgen
blijkt wisselval-Iig. Volgens Shewan OgeZ) zou het bui}vlies steriol
blijven tot de wand.en van d.e naa€ en de ingewanden geperforosrd zijn.
Dit zou bij 0o C na 7 à ! d.agen gebeuren.
fu ig meningsverschil wat betreft d.e snelbeid. waarmede d.e
bakteriën door d.e huid. tred.en. Sommige auteurs reporteren d.at het
visvLees ged.urende minstens 1O d.agen steriel bliift (lyer et al.
f946) terwijl and.ere opgeven dat de besrnetting korte tijd. na d.e d.ood
kan beginnen (Liictce en Frercks L94O ; Maltschewslgr en Partnann 1951).
Sbewan QgeZ) stelde vast d.at vanaf d.e tweede da6 post mortem enkele
bakteriën in het vi-svlessr voornamelijk langs de zijlijn, aarrwezig
zijn maar dat d.e grote massa van het visvlees echter verschillend.e
dagen sterieL blijft,
De intensiteit en de oriëntatie va! het bakterieel bed.eqf
varieert volgens het min of meer proteolytisch karalcter van de milco*
flora, d.e initiale belasting en de reproduktie- en d.iffusienogelijk-
heden in het visvlees. Zíi is vooral zeer gevoelig aan de ternpera-
tuuromstand.ighed.en, dLaar d.eze de aktiviteit en d.e groei van de bak-
teriën beïnvloedt en d.aarenboven onrecb.tstreeks een selektÍe in d.e
soorten kan veroorzaken (Soud.an f965).
18.
I .2.3.3. lijdens !e! be$egfggvgrgdg gflrga$tgo{q$tgnt
Door d"e autolyse en de bakteriëIe werking word.en d.e d.íverse
stikstofsubstraten tijdens het bed.erf in meer of mind.er sterke mate
afgebroken. De voornaamste stikstofafbraakprod.ukten zijn trimethy-
lamine (tru) ammoni-ak en aminen.
1.2.3.3.1 . TMA"
Door Suwa (fgOg) werd voor het eerst vastgesteld. d.at bak*
teriën het in zeevissen aarrwezige TMA0 tot TMA red.ucêrêÍlo Beatty en
Gibbons (193?) en Seatty (fglA) toond.en verder aan dat het tijdens
het bed.erf van vis gevormd.e TMA uitsluitend van bakteriële oorsprorrg
is. In steriel visextrakt en visvlees greep geen redr:lctie plaats"
Beatty (fg:A) stelde d.aarenboven vast dat minstens !{ ío van het ge*
vormde TMA van TMAO afkomstig moet zijn.
Tarr ( l%9) vond. dat zowat IO {" van d.e op vi-s aarrwezige
mikro-organismen in staat zijn TMAO te red.ucsren en hiervoor een
enzJrm bezitten d.at het oxyd.e aktiveert en het als waterstofaoceptor
geschikt rnaakt. lÍatson (fglg) lcr,ram tot hetzelfd.e besluit ên sugge-
reerde het enzym Ittrirnethylamineorydaserr te noemen. Tarr (fg+O)
bestud.eerde d.e specificiteit van het enz;rm t.o.v. talrijke substraten.
Iïij kwam tot de konklusie dat het enzym de drie laagste verbind.ingen
van d.e homologe reeks met algemene struktrrr:r RrN = 0 (TMAO, triethy-
lamineoxyd.e en tri-n-propylamineoxyd.e) aktiveert.
/o*
Verbindingen die d.e groep iCn.)1 N 
- 
-- 
bevatten\ c-(betaïne, choline) word.en niet geaktj-veerd.. 0m d.eze reden stelde
Tarr (1-940) voor het enzJrm rrtriamineoryd.aseft te noenen.
De red.uktie van TMA0 tot TMA geschiedt niet door het tria-
mineoryciase alleen ; ook een d.ehyd.rogenase is nood.zakel-ijk. Versolrif-
lend.e d.ehyd.rogenasesystemen met 1a6er redoxpotentiaal d.an het stelsel
TMAO 
- 
TIVIA kunnen in aannerking komen (Tarr 1939 3 Castell en Snow
1951). Voor d.it stelsel geeft Vaisey (tg>6) een normaal redoxpoten-
tiaal van 120 tot 140 mV bij pH '( ,2 op.
A1s waterstofd.onor treedt vooral raelkzuur op, dat hoofd.zake-
lÍjk door glycogenolyse ontstaat. In mindere mate komen ook pyrod.rui-
venzuur, glucid.en en glycogeen in aanmerking (Beatty 1938 ; l{atson
1939 ; Neilands 1945). ïfatson (1939) bestudeerde de reduktie van fi\UO
ín aanwezigheid. van melkzuur en steld.e vast d"at de reaktie aLs volgt
verloopt !
cH3cH0rr cooH + lcur)3 NO _-+ cH3 co coorï + (cH3)' N + HrO (r)
Het gevormde pyrod"ruivenzur.rr wordt echter onmid.d.ellijk verd.er geoxy-
deerd. volgens :
cII3 co cooH + (cIL)rNO + H2o 
--t cH3 cooH + (cttr)tt + c0, + Hro (z)
/- ^--\Krebbs (1937) steld.e vast d.at ErO aan d.e reakti-e deelneemt. Een inter-
med.iar TMAO-hyd.raat word.t gevormil. De zur:rstof van TI{Á0 wordt inder-
d.aad. niet gebonden aan d.e ketogroep van het ppodruivenzuur, maar het
neemt d.e waterstof van het hyd"raat op om één molelcr-rle H^O te vorm€n.
De globale reaktie Ís d.an ook :
cH3 CHOE COOE + 2(Cs3)rNO + HrO _.-> CH3COOH + Z(Cnr)rN + CO, + 2rir0 (l)
Een ophoping van pyrod.ruivenzuur volgens reaktie (1) is.inderdaad. niet
mogeJ-ijk daar het pyrodruivenzuur sneller geoxyd.eerd. word.t d.an het
melkzur:r (Watson 1939) .
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K1eine hoeveeLheden TMA lnrnnen ook d.oor bakterië1e alcble ui-t
choline gevornd. vorden (Dyer en Wood 194? ; Takad.a en Nishimoto 1-!!8).
Deze reaktie blijkt bij voorkeur te geber:ren wanneer weinig of geen
TMAO aanwezig is, zoals bv. in zoetwatervissen (fakaaa en Nishimoto
1958). De hiervoor verantwoord.elijke balcberi6n }<u.nnen geen TMA uit
betaïne vormen (lyer en Wood. 1!{l g Campbell en W1lliams 195j- ; Fddy
1953).
i .2.3 .3.2 o Mglg:_gl_giggjhylemilg.
Monometlqrlanine werd. in diverse beenvissen sporad.isoh in kon-
centrati-es van enkele ng N /" aangetroffen, Dimethylanoine zou in
d.oornhaai tijtlens het bederf niet gevornd worden (Soud.an I96j).
1 .2.3.3.3. Ammoniak en amÍnên.
Ammoniak kan tijd.ens het bed.erf van de vis door verschillend.e
reakties gevormd word.en. 3íj d.e d.warsbekken ontstaat de grootste hoe-
veelheid ammoniak d.oor afbraak van het overvloedig aanwezig ureum.
Verder ontstaat het door desaminering van d.e aminozuren en verwante
verbind.ingen, d.oor oxyd.atÍe van areinen en door afbraak van nucleïne-
basen. Tenslotte d.ient opgemerkt d.at rcije amrnoniak ook in de levend.e
vis optreed.t ten gevolge van de normale d.esamineringen van het celmeta-
bolisme, zoa\s bv. d.e overgang ad.enine 
- 
hypoxanthine. De konoentratie
schonmelt tussen 6 {Àx 36 mg Ín Elasmobranchii (Soudan t96j),
simid.u en Oisi (rg:r) vond.en voor s. acanthias een gemid.d,erde
waard.e van 23 ng N ío.
") 4l!"3* Jgr Jr3yt':
De afbraak van ureum word.t gekatalysoed d.oor een enzym, d.e
ureasêo Sirnid.u en Oisi (f95t trc) konden aantonen d.at het enzp prak-
tj-sch uitsluitend. van bakteriële oorslnong is i zíi vond.en slechts
21 .
sporen lreasê in de spierweefsels van d.e haaiachtigen.
Volgens Wang en tarr (f955), aie een isotopenteohniek ge-
bruikten, zau de hyclrolyse van ureum d.oor bemiddeling van urease v:la




Gednrende d,e a.fbraak van ureun wordt een paralle}e stijging
van cle hoeveelheid. ammohiak waargenomen (Simi.Au en Oisi 1951 b).
b) {f!rg{ I"g gmfngzgrgn_eg 3m!ngn.
Het schena va;1 de bakteriële afbraak kan a]-s volgt worden











NHZ R CHz 
- 
C00E * M3
Terwijl aldus een d.eel van d.e aninozuren gedesamineerd. word.t
met vorning van ketozuren en lagere vetzuren, word.t een andere cLeel
gedecarboxyleerd. met vormj-ng van anninen, waarond.er vooral het iso-
anylanine, putresceÏne, cadaverine, t;rrarnine, tr;rptanine en histanÍne
te vernelden zijn, respelctievelijk a^fkomstig van leucinel ornithinet






nu zcot + NH,
,/ ""2 + NE-
+ E^0 
--+ C0 Jó -\oH
d.esaninase
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Naarnate het bederf vordert en het midd.en meer alkalisch
wordtr worden d.eze arninen d.oor d.e bakteriën geoxydeerd net wijmakÍng
van anrnoniak.
De hoofclwêg voor d.e afbraak van d.e aminozr:ren blijict eohtqr
wel d.e oryd.atieve desaminering te zíjn. Decarboxylerin€; f,reed.t in
veel mindere rnate en slechts in d.e latere staciia van het bed.erf op(lyer en Mor:nsey 1945 ; Er:ghes I95B).
Beatty en coLlins (1939) steld.en d.aarenboven vast d.at de
d,esaminering van d.e rneije asrj-nozuren slechts na een uitgestrrr.oken
volning van TI{A plaats greep.
1.2.3'3.4. Choline en betaïne.
Over het afbraaioechanisme van choline en betaïne i-n vis is
zeer weinig bekend.. l{en kan er echter op wijzen clat het netabolisme
van d.eze twee kwaternaire aramoniurnbasên zeêr verwant is. Shieh (W6q,
1966) vond dat in aëroob nidd.en een mariene balcterie, Acbromobacter
chollnopha,8umr in staat is het choline af te breken. Hij kon aantonen
d'at het choli.ne eerst tot betaïne lÍordt geo:ryd.eerd. Het betalne word.t
tlan tot formald.ehyd.e on d,imethylglycine gedemethyleerd. op te merken
valt dat geen nethionine word.t gevormd. d.oor transroethylering met homo-
cysteïne, zoals in hogere dieren werd vastgesteld.. Het dirnethylgl;rcÍne
word.t tot sarcosine en formald.ehyde geoxyd.eerd,. Eet sarcoeine word.t
niet tot glycine geoxydeercL zoals in zoogd.ieren werd. vastgestelcL
(Soloway en Stetten 1953), maar in serine ongezet. Het mechani.smo
van d.eze Laatste onzetting is d.uister. Het serine tenslotte wordt
ged.esarnineerd. tot anmoniak en ptrrod.ruivenzuur. In anaërobe omstand.ig-
heden werd vastgesteld. dat bakteriën in staat zijn choline en betaine

























De voor d.e proeven gebruikte S, acanthias was uitsluitend
afkomstig van de Se1gische visserijsektoren ttNoordzee-Zaídu en ttKust-
zeert (overeenkomend. met d.e internationale sektor ïv c). De rrissen
behoorden dan ook tot d,e in '1 .1. vermeld.e ttKanaalpopulatien. Meer
bepaal-d kwarn het gebied. gelegen tussen 51o en 53o NB en 10 en lo OI,
hetzij d.e visserijvakJcen 101 , 1O2, 2O1 , 2O2, 2O3t 2O4, 2O7 en 2OB in
aanmerking (riguur 4). ïn dit gebied. varieert d.e diepte tussen 2 en
l0 m.
De vissen werd.en met d,e bord,entreil volgens d.e norrnale vis-
serijpraktijk gevangen (auur der slepen : 2 tot 3 ur:r) zij werden dan
onmicld"ellijk in afwisserend.e la,gen ijs en vis i.n het visruim otr6e-
slagen. Speciale aand.acht werd. besteed. aan het zorgvuld.ig wassen van
d.e vis en het vermijd.en van iqaeuzingen en kwetsuren door te ruwe be-
b.andeling.
Orutid.deLlijk na de aankomst in d.e rissershaven van Oostende
werd d.e vis naar het laboratorium gebracht en bij 10 c in ijs ge-
stockesrd. ind.ien de voorziene proef nlet onmid.d.eLlijk kon aanvatten.
A}le d.oornhaaien líaren sedert 12 tot 36 u gevangên bij het
begin van d.e Iyroeven.
Daar het nenen van de vislíeefselmonsters meegtal reLatief
lang duurd.e wercl cl.eze bewerking in een op ongeveee Jo c gekoeld.
laboratorium venicht, ten eind.e schad.elijke ternperatuurstijgingen
te verrnijden.












su per f rcrat es)
F,9. 5 - PLAATS VAN DE MONSTERNEMING
24.
De vissen wemden opnieuw zorgrnrlóig nret ijskorrd. water
(+ Zo C) gespoeld.. Tenzij anders verrneld werd. clan een strook van d.e
epaxiale spieren (rnusculi longissimi dorsi) over d.e grootste lengte
van de vis nlr Yêo de voorste buikvin tot d.e achterste rugdoorn, uit-
gesned.en (tiguur 5 ). De huid. en d.e rod.e spieen (nuscul.i Laterales
superficiales) '!Íerden zorg:rmld.ig verwijd.erd. Volgens d.e groottê van
d.e vis bed.roeg het monster 100 tot 200 g.
Voor tle meeste anal;Éische metod.en werd tle vis tenslotte twee-
maal in een eLekt-rische vleesmolen gemalen en zotglml-d.ig d,oorseJxge-
nengd. Wanneer bepaalde analysen niet onmiddellÍjk konden word.en uit-
gevoerd'r werd een hoeveelheid. vÍsnonster snel- 1n een tunnelvrj.ezer







Door d.e aard van d.e in d.eze thesis beschrevên pros\ren d.iend.en
talrijke anal-ysen in een relatief beperkte tijd. te word.en u:itgevoerd.
0m d.eze reden was het noodzakelijk zoveel mogelijk netod.en te ge-
bruj.ken d.ie op vlugge en eenvoud.ige wijze kond.en word.en toeg:epast.
Niettemin moesten zij vold.oend.e gevoelig en naur*keurig zíjnc
&rkele rnetod.en kond.en praktisch ongewijzigd. wortlen ovorge-
RoIDêtxr ïn d.it geval word.t enkel het principe vermeld.. De neeste
ecbter d.iend.en aan de bijzond.ere eisen van het ond.erzoek op cloornhaai
te worden aangepast. Al1e metod.en werden op hrin bruikbaarheid. en re-
produceerbaarheiil ond erzocb.t .
Voor d.e kolorinetriscbe bepalingen werd.en ofwel
Jr.mior spektrofotorneter met rond.e cell-en van 19 nm ofwel





De meeste invloed.sfaktorên werden met behulp van de netod.e
met gepaarde verge3-ijkingen (variante van d.e t-test) statistisch
getoetst volgens !
rL= rnet (n 
- 







tussen de paarsgewijze uitgevoerd.e proeven
van cle verscbíllen
Voor het bepalen van de reg:rod.uceerbaarheid van d.e metod.ep
wmd. de stand.aard.a,fwijkina uit d.e in meervoud. ui.tgevoerde groeven
berekend. volgens de range..,netod.e (3auer 1960) r
, waarbij
d' = gemid.d.eld versahil tussen hoogste en 1-aa6ste proefresurtaat
C_ = koêfficiënt afhangend" va.n het aantal herhalÍngen (n) I C isn
respektievelijk 1r1l voor r = 2 I 1 t69 voor n = J en 2106 voor
n=4.
Voor het vergelijkên van d.e standaard.afwíjkingen ten eincl.e
eventuele versohillen in retrrroduceerbaarheid. op hwr signifilca.nlie to
toetsen werd d.e ï'-test gebruikt ïaJrneer sleohts twee reeksên van
waarnemingen aanÍêzig waren. Voor meer d.an twee reeksen wetd de
Hartley-tost (Ilartly I95O) toegupnstr .
Men neemt tle grootste (s* 
-) en d.e kleinste stand.aarda^f-
--.r,-. / \ , 
':"":. 2 tZwijking (urirr) en berekent de verhouding 
"iu-/"irrr. Deze waarde
ma,g een bepaalile theoretisohe waarde, afhangend. van bet aantal te







Voor d.e bepaling van vrije ammoniak in biotogische vLoeí-
stoffen heeft de metode van conwav (tgSz) brede toepassing gevond.en.
AlhoeweL rel-atief eemroudig en zeer nauwker.uig bezit zij toch ernstige
nad.el-en, nI. (a) net verwijd.eren van het vet, d.at nood.zakelijk is voor
de luohtd.ichtheid., is nÍet altijd. eenvoudig, (u) de diffusieduur Ís
relatief lar€r (c) fret gebruik van kolorinetrie als d.oseringeteohniek
vereist bet kwantitatíef overhevelen van d.e absorptievloeistof, (a) ae
ceI is relatief iluur.
0m d.eze reden werd gepoogd een gei{ijzigile rnikrodiffusie-
techniek toe te passenr d.ie d.eze nadelen niet zou bezitten. Na talrijke
orLënterende proeven bleek dat d.e metode van Seligson en Seligson (1.g5l),
d.ie werd. voorgestelcl om d.e vrije ammoniak in bloed, te bepalen, aan vis
kon aangepast word.en. Een wroegere meded.eling verscheen hierover
(vyncke en MerLeved.e 1963). sedertd.ien werd d.e metod.e echter nog ge-
perf elcbi.oneerd (Vyncke 1968).
2.2.1.1 . Reggentia.
ÀJ-le oplossingen d.ienen met ammoniakrrij water bereid te
word.en. Voor met ionenwisselaars gedenineralj.seerd. water is deze voor-
waard.e vernrld.. Gewoon ged.estiIleetrd. water moet door een kolorn Anber-
lite Monobed. IïI of een analoog hars word.en gezuiverd..
Nesslerreagêns t volgende mod.ifikatÍe bleek d.e grootste stabiliteit en
gevoeligheid te geven s
Oplossing I : l-os 40 g Hgï, p,a. en 30 g Kï p.a. in 100 mL water. .
Oplossing 2 : Ios l) g NaOH prê. i-Íl 1 .000 ml water.
Ivleng 1 en 2 en laat d.rie d,agen staan. Dekanteer d.e klare bovenstaande
vLoeistof in een bruine fles en bewaar in het d.onker.





( af metrngen rn mm )
Fig. 7 
- 
MikrodifÍusierotator in vertikale stand
Fig. 8 
- 




Mileod.iffusi ef 1es j es .
De d.oor Seligson en Seligson (f95t) voorgestelde penicilline-
flesjes werd.en na talrijke mod.ifikaties uiteindelijk vervangen d.oor
flesjes met gerodeerde trats (82{), voorzien van een doorboorde poly-
ethyleen stop met glazen staaf . De staaf word.t vastgekJ-eefd. rnet ge-
wone universeellijm ; hierdoor is d.e stop tevens hermetÍsoh d.ioht.
Het uiteinde van de staaf is bolvormig verdikt en gerodeerd. De af-
netingen zijn in figuur 6 vermeld." Met deze flesjes word.t het j-n-
brengen en het verwijd.eren van d.e staaf zond.er d.e wa,nd.en te raken door
d.e 324-opening vergemakkelijkt. Deze opening is maximaal, daar men




De ttMulti-Furpose Rotatortt Model 150 V (Scientifio ïnclustries,
New ïorke U.S.A.) werd. eerst beproefd., d.och het vasthechtingssysteen
met klenmen voor d.e flesjes bleek niet geschikt te zijn. De rotatie-
kop werd. dan ook vervangen door een zelf ontworpen mod.el (tigf:ur ? ).
Dit nod.el bestaat uit drie schijven uit plexiglas van 27 crn d.lameter.
De eerste schijf d.ient a1s grondplaat voor d.e flesjes I d.e tweed.e is
voorzien van 12 openingen van 4 cm d.iameter. Deze twee sahijven zíjn
op de centrale as, op een afstand. van lr5 cnvan elkaar bevestigd.,
De d.erd.e plaat heeft 12 openingen van 1 cm d.ianeter die juist over d.e
glazen staven passen en komt op d.e stoppen van d.e flesjes te rusten.
Het geheeL word.t d.oor mid.d.el van een vlind.elrmoel vastged.raairl. De
flesjes staan aldus in de rotatiekop stevig vast en zijn terzelfdertijd
hermetisch gesloten. De rotator kan zowel in h.orizontaLe al-s in velp-
tikale stand. ged.raaid word.en (tigr.uen 7 en 8).
r}QLv.
2.2.1 .3 . Werhri;i.ze.
Tj-en g vls worden ged.r:rend.e 2 min. met {00 ml annonialcrmÍj
water gehomogeniseerd. ; 1 nl van d.e bovenstaande vloeistof (fittreren
ie overbod.ig) word.t in een mikrod.iffusieflesje gepipeteerd.. E6n nI
verzatligd.e kalir:nkarbonaatoplossing word.t tcegevoegd. en onmid.d.el1-iJk
claarop word.t het uitelnd.e van d.e grazen staaf over + 5 nm in 1 N
zwavelzuLlr ged.ompelcL g het overtollige zuur wordt afgeschucl. en d.e stop
wordt op bet fJ-esje geplaatst zond.er de wand.en te raken. De flesJes
worden in horizontale stand in de rotator geplaatst ên vastgeschroefd..
De rotatiekop wordt in vertikale positie gewentelcl, d.e motor
worcl.t aangeschakeld. en op J0 toeren per minuut geregelcl. Na 30 nrin
word.t het roteren stopgezet.
De staa^fjeg worden uit tle flesjes verwijderd., zonder de
wanêen te raken en in een beker van 10 ml, ctie J m1 Nesslerreagens L r
2l bevat, geroerd. De extinktie word.t bij 400 nm gemeten.
2.2.1 .{. fngloed.sf aktoren.
Alle nilcod.iffusiebepalingen moeten ín strikt gestandard.j.seerde
onstancligheden worden uitgevoerd.. Het volune van de ctiffusieflesjes,
d.e d.iffusieoppervlalcten on d.e rotatiesnelheid. lcunnen genaklcel.ijk kon-
stant gehoud.en worden en zijn d.aarom van minder belang. Sterke va,fia-
ties in kanertenperatuur clienen echter vermed.en te worden, vernits d.e
d.iffusied.uur hierd.oor beïnvloed worilt.
Het toevoegen van I nl verzadigd.e kaliunlcarbonaatoplossing
brengt d.e pE op 12r2 tot 1213, hetgeen een optimale ctiffusj-e verzekert.
De cliffusie is na orgeveer 75 nin beêincLigil., maa;n ongev€er
92 {" en ga í" G. I í") ammoniak komen respektÍeveJ-ijk in 15 en 30 rÀin
ov€xr & valt op te merken, dat wannoer de flesjes niet geroteerd
word.en, de diffusie 18 tot 24 uur dur,ut.
De iiiffusielfl:rven zijn zeer reproduceerbaar en in prÍnoipe kan
clan ook een korte diffusied.ur-rr (bv. 10 nin ) genonen word.en. Eet is
ecb.ter aan te rad.en 3O min te nemen, d.aar in d.eze onstand.ighed.en d.e
rotatied.uur niet nauwkeurig moet word.en in acht genomen. Daarenboven
zijn, in dit geval, kleine fl-uktuaties in d.raaisnelheicl zond,er belang
(Seligson en Seligson 1951).
De extinktie van d"e oranje:geLe Nessleroplossing bleek ge-
d.r:rend,e oa 30 roin . stabiel te zijn. War:neer cle kolorimetrische bo-
paling niet onnidd.ellíjk kan geschied.en, noet cLe oplossing van de
Lucht a^fgeschermd. word.en. ïn l0 min verminde'rt d.e extinlctie and.grs
met ongeveen I /o.
2.2.1.1 . Storend.etestand.d.elen.
Naast amnoniak prod.uoeren ook diverse and.ere verbind.lngen
een kler.rr net het Nessleneagêns. Voor vis betreft het vooral di-
nethylamine en trinethylamine, die samen met ammoníak door d.e alka,-
f-isering rmijkomenr d.iffund.eren en aLs sulfaat op het staafje word.en
gebond"en. Uit kontroleproeven rrltgevoerd. net 10y'.l-g N van beiile v€:r-
bind.irrgen, overeenkomend met 40 ng N per 100 g vise bleek clat in de
gêgeven omstand.ighed.en het NessletÍreagens niet gekleurd werd.', en d.at
bet blijkbaar niet gevoelig genoeg is voor deze verbindingen in d.eze
koncentraties. DinethyJ.anine en trimethylamine storen dan ook do
annoniakbepaling niet.
Uit kontroJ.eproeven, uitgevoerd met 5OO )* €i ureum bleek geen
arnmoniak rnrij te komen, hetgeen ongetwijfeld aan d.e zeer korte dif-
fusied.uur te wijten is. Iit is een belangrijk voord,eel, d.aar de
netode alilus toel-aat lrlije amuroniak te bepalen in ureurnrÍjke vissen,




Toegevoegde hoeveelhed.en ammoniak van 10 tot 1O0 mg N %
werd.en voor 99rZ {" (s = 0 r58 í,) ten:ggedoseerd.
2.2.1 .7 . Regroduceerbaarheid..
In het gebied van 20 tot 60 W N ít gaven d.e dubbelïrroerren een
stand,aard.a^fwijki.ng van 0;4 Wt hetziJ een variatiekoëffioi6nt van
:--rO fo. fn bet gebied 61 tot 150 rne bedroeg dit Lrl ng, hetzíj genid*
de1cL l ,2 {o.
2.2"2. Egg.




Urease-oplossirg r 500 mg urease (Meck, 25O.OOO E/g) worden
met LOO ml- fosfaatbuffer pH ? (3 e IIa,HPOO + 2 g Iffi.ZPO 
 
in ].OO rol water)
gemengid.. Men filtreert en verd.r.ut 1 : L0 voor gebruik ; is ongeveer
{ weken in frigo houdbaar.
2.2.2,2. Uitvgeai4gg
Men homogeniseert 3-0 g vis in 400 mL arnmoniakrmij watsr en
verdunt vervolgens 1 nl filtraat tot JO mL. Men pipeteert hiervan 1
nl in een d.iffusieflesje en voegt OrJ n1 r.rreasefosfaatopLosslng toe"
Men laat d.e l6rd.roLyse ged.r.rend.e 15 nin. bij kamertemperatur.lr d.oor-
gaan, voegt 1 ml verzad.igd.e kaLi.unkarbonaatoplossing toe en voert
verdsr d.e ammoniakbepalirrg zoals beschreven in 2.2.1.3. uit. Men be*
paalt terzelfd.srtijd. in een blanks-proef het oorspronkelijk ammoniak-
gehaLte d.at d.an van het proefresultaat wordt afgetrokken vooraleer
bet tceungehalte wordt berekend.. De ureasê-oplossing zelf geeft
31.
êen eJctinktie van EL", = OrQ25 (s = O,OO02).
De hyd.rolysed.uur van 1l min verzekert een volled.ige ourzet-
ting van ureliln en dient niet streng in aoht te word.en genomen.
2 .2 .2. 3 . fnvloed s{a}tgrgn*
Kistiakowslgr et aJ.. (tg>Z) wezey,. op bet feit dat de gebruikte
fosfaatbuffer door bepaalde aanwezige onzuivsrheden op urease inh:i-
berenil kan werken. Dit is vooral het gevaL wanneer de urease-opIos-
sing zeer verdundl is. Voor de bepaling van d.e urease-aktiviteit ver-
kiezen Gorin en Chin GgeQ d.an ook trisbr.rffer te gebruiken, d.ie ge-
makkeliJk Ln zeet zuivere vorm te verkrijgen is. Ook tegenover metaal-
ionen is urease gevoelig, waard.oor het toevoêgên van DTA aangeraden
rordt ( Srraw 1954) .
0m d.it te testen werden 2O vergelijkende proqren op visextrak-
ten uitgevoerd waarbij respelctievelijk d.e normale fosfaatbuffer, eên
tris-,buffer (Gorin en Chin it966) en een fosfaatbr:ffer waaraa,n fO{M
trlDTA wertl toegevoegd., gebrrrilrt wsrd.en. A1le extinlcties lÍaren b€-
grepen tussen 0r20O en 0130Oo
Trorvr d.e fosfaatbuffer gaf cle tris-buffer een gemid.d.elcl
positief verschil van E = Or0O2 (spreid.ingsbreed.te : -Or01J tot +
01020) en de DTA-fosfaatbuffer E = Or0O5 (spreicLingsbreed.te z 4rO22
tot + O,O25). Toepassing van de toets net gepaarde vergelijkingen
liet geen sign:ifikant verschil uitkomen.
Ook d.e retrnroduceerbaarheid" van d.e ind.ividuele waarnemÍngen
bleek niet wezenlijk te verschillen. Biervoor werd.en d.e
stanilaard.afwijkingen uit de vier herhalingen van iedere bepaling be-
rekend. en bedroegiên respelrtievelijk voor d.e fosfaatbuffer 010O6, voor
d.e trisbtffer 01008 en voor d.e @TA-fosfaatbr:ffer 01007.
De bovenvermeld.e wericwijze bleek
ureun in rioorn-baai-extrakten te d,oserên.
ongewijzigde vorm toegepast.
3'2.
ald.us geschikt te zijn om
Zij werd. d.an ook verdgr Ín
2.2.2.4. Eendernent "
Toegevoegde hoeveelhed.en urelrm
voor !8 ,B í" (s = 1 ,2 í") teru€; bepaald.
van 5O0 tot 1.000 mg {" wefi"err
2.2 .2, 5, $egrod.ucegrbaarheitl.
ïn het gebied. van 6OO tot 2,OOO W í" gaven de d.ubbelproevên
een staJrclaard.afwljking van 26 rry aan, overeenkomend met een variatie-
koëfficiënt van 2rO ío.
2.2.3. lgiggjbllgp;lp (suu) .
Men bepaaLt TII{A meestal" hetzij rnet de kolorimetrisohe pileaat-
netod.e van lyer (WqS), hetzij nret de mikrod.iffusÍemetod.e van Seatty
en Gibbons (1936) volgens het Cormay-principe.
Alboewe1 d.e raetode van Dyer zeer gevoelig en reproduoeerbaar
is, beeft zij enkele belangrijke nadlelen : zij orrwat veel bewerkingor.
en is zeer gevoelig voor water en organische onreinigheden (vet, d.e-
tergens). Het mj-nste spoor van deze stoffen l<an aanzíenlijk fouten
$€vêRr
De nad.elen van d.e rnileod.iffusie-techniek volgens Cornvay
werd.en in 2.2.1r &êÍlg€haald.. Voor lage koncentraties aan TI{A lcunnen
grote afvrijkingen optreden. 3ij lange diffusiedur:r treedt tlaarbij
dilcwijl hydrolyse va,n trimethylanrineoxyd.e op (Sptnelli 1964).
Daar net d.e versnelde nikrod.Íffusieteohniek goed.e resultaten
voor anmoniak werd.en geboelct, werd getracht d.eze metode aa,n d.e TI\{A
doserlng aan te passenr
33.
Hiervoor diend.e echter een kleur:teagens gevond.en to word.en
clat gevoelig genoeg is en niet gestoord. word.t cloor het water aanwezig
in het zwavelzutrr LN waarin het TMA geabsorbeerd is. Daarenbovên
moest bet relatief eenvoud.ig en rechtstreeks Inmnen toegepast word.en.
Ïn de litsratur-rr werden slechts enkele reagentia gevond,en
d,ie eventueel aan d.eze vereisten zouden vold.oen : de chloraniltest
voor anÍnen ( Sivacijian 193t ) , Uet Dragend.orff-reagêns (Bregoff et a1.
1953), de reaktÍe van kaliumpentacyanoferraat en kobaltnitriet (Jacobs
en Hoffrnan 193t 3 Dyer f945), het aminozuurreagenÊr van Folin (natrlum
naftochinon-{.-sulfonaat) (tgZZ), het fenolreagens .rran Folin en CÍocal-
teu (1927) en d.e reaktie met itaconinezuuranhyd.rid.e (ffronski Lg66).
Deze reagentia werden in oriënterend.e proeven op hr:n brulk-.
baarheicl ondenzooht en enkel het fenolreagens van ï'olin en Ciooalteu
bleek in aanmerking te kwrnen komên. Het werd. dan ook aan een verd.ear
onderzoek onderworpenn en bleek geschilcb orn TIiIA in vis te doeg'€n"
2.2.3.1 . Werla'vijze.
Eén mI visextralct word.t aan d.e versneld.e mi}uod.iffusie onder-
líorpen, zoals beschreven in 2.2.1 .3.
Het uiteind.e van de glazen staaf word.t echter ged.onperd. in {
n1 Naoco. z $ tn orL N NaOH i 2 nl tr'o1in-ciocalteu-rea€ens (Merck,é.J
verdund. L ; 10 voor gebruik) worden vlug bijgepipeteerd. 0m geen ont-
enapping van TMA (alkalisch midden) te hebben word.en deze bewenkingen
in een p:roefbuisje met gerod.eerd.e hals B2{, waatin d.e staa.f en d.e stop
van de mikrod,iffusiefles juist passen, uitgevoerd..
De buisjes word.en ged.rnende 1 uur in een termostatisob waten-






fnvloed. van het oplosmid.del.
De kleurontwikheling dient in alkalísch rrid.ilen te gebeuren.
ïn het oorspronkeLijk recept van F'olÍn en Ciocal+eu (1927) wordf 2 $
NarC0a opgegeven. ïn hr.rn modifika'tie van de metode voor de bepaling
van het eiwitgebalte met behulp van het fenolreagenÊt Seven Ï,owry et
al. (tg>l) ecbter de voorkeur aan 2 /" NarCOa in 0r1 N NaOH, hetgeen
d.e pE doet toenemen en d,e gevoeligheld. van de reaktie verhoogt. 3eid.e
oplosmid.d.elen werden beproefd, Hiervoor werd.en tien vergelijkend.e
Broeven met extinoties van OrO!0 tot 01200 uitgevoerd. De oplossing
van 2 y'o Na-CO, in 0r1 N NaOE (pH L0 ,59) eaf waarden die genit[d.e].d.4J
3411 í" hoger lagen d.an bij 2 í" NarCA3 (rn 9152). De stand.aarda^fwijking
bettroeg hierbij l18 %,
ï,owi.y et al. (fg51) steld.en vast dat het toevoegen vo,n Cu+*
tle kler.rj-ntensiteit van bepaald.e aninozr.rren in het Folj-n-.rêa6ienn Yer-
hoogt. Dit bleek voor TIIA niet het geval te zijn. Ook b]-eek het
overbod.ig een reaktied.u.u van 10 rnin vóÓr het toevoegen van het
reagens in acht te nemen, zoals d.oor bovenvernoende auteurs verme1d..
rnglo el. ]lrnjg lgrnperg!];gl.
De tenperatuur blijkt een grote invloecl op d.e kLernontwildce.-
J.ing uit te oefenen (tigul:r 9). De proeven werden tieru]aaI met 117.te
TI,ïA-N uitgevoerd.. De gemid.deld,e standaardafwijking bedroeg Or0O14
extinktie-eenhed.en. 0m pralcbische red.enen werd de bepaling bii 2Oo C
uitgevoerd.
- 
ïnvloed van de reaktieduur.
De invloed van
proêven met 1O/r g TI'IA-N
34.
d.e reaktÍed.utr werd getest in tien d.ubbel-
uitgevoerd. Uit de resultaten d.ie gra'fisch

)-).
in figur:r 1O zijn weergegeven (sgem. = orool5), bleek d.at na 30 m:in.
99'3 í" van de maximale extinktie bereikt wordt. Het intervai van
vertror*ren voor d.e ind.ividueLe waarnemingen bed.roeg I 116 (d, = 0r05).
- 
Invloed van de d.iffusie.
Het was van belang na te gaan of de versneld.e d.lffusie vaxr
TI4A aan d.e algenene mikrocliffusiewetten beantwoordt.
De gemicLd.elde d.iffusielnrrve (! proeven met B15 l^ g N uitge-
voerd ! s = 0roo13 tot 010016) is in figur:r 11 weergegsv€rrr Ook de
basisfunktie 1og # = t.À., (Conway f962) werd berekend.. Hierbijj-s a d.e beginkoncentratie aan TMA, x de gediffund.eerde boeveelbeid.
Tl{Ar t d.e diffusied.uur en 3.., cle absorptj-esnolheid.skonstante. De
funlrtie werd tevens in figuur 12 uitgezet. Hieruit blijkt d.at eon
rechte bekonen word.t rnet a1s vergelijking
1og =Or2O45t+010!6
Eet intercept 01096 bleek met eên waarschijnlijkJ:eid" van 99 ío :niet
signifikant van 0 te verschillen. Men kan dan ook aannemen d.at d.e
tiiffusie van TMA volgens een reaktie van d.e eerste ord.e verloopt en
de vermeld.e basisfu:rktie volgt.
De gemidd.elde absorptiesnelheid.skonstante A, bed.raer6t O1233
(s-^- = OTOOBI) en is a1d.us ongeveer 2r2 maal. groter d.an de konstanteÉvrut
voor ammoniak (OrtO4), De tijd. voor 99rj í" d.iffusie bedraagt
- 
1c)01og 5;i / a,233 = 10 min.
De d.iffusieduLa kan d.us korter genomen worden d.an voor am-
moniak. Daar beide bepalingen echter meestal samen uitgevoerd. wend.en,
werd een tijcl van 30 min genomeno
LÁ
- InvloeaJgn 3mgoniat_gn Èinglhylgginer
Proeven uitgevoerd. met 20l+ g van iedsre verbinding toonden
aan clat de ïMA-bepal-ing niet beïnvloed. 'wordt. ï{at betreft arnnonÍak
betekent d.it een nleuw voorileel t.o.v. d.e mikrod.iffusiemetod.e vo3-gens
Cormay. Ind.erd.aad., ín d.eze laatste netod.e is het nood.zakelijk het
anmoniak met fornalclehyile te binden.
2.2.3.] . Rendenent 
'
ïfanneer hoeveelheden Tlvll\ van 1 tot 10 ng N /" aan het vis-
extralrb werilen toegevoegd werd gemid.d,ell 9915 /" (" - Or71 í") tenugl-
gevond.en.
2.2.3.{.. Regroduceerbaarheid..
In het gebied, 1 tot 1O
stancLaarclafwljking van 0106 ng,
1 22J y'o. f\rssen 11 en 20 ng N í"
rlg N í" gaven cte dubbelpro€Íven een
hetzij een variatiekoiifficiënt va^n
was dit 0r1B mg of Ir2O /o.
2.2.Q' Trimethylamineoqvd.e (fru.0) .
ïn a1le voorgestelde metod.en word.t het TII{AO eerst tot TtrtiÀ
ongezeto dat clan volgens cle boven beschreven techni.eken rÍordt ge-.
closeerd. AIs red.uktieniddel werd.en tin, tinchloride, Devard.aÍs
legering en tÍtaanchlorid.e beproefd. De moeiLijkhelct bestaat erÍn
ook bij lage koncentratj-es een volledige reduktie te bekomen' Systedt
et aL. (L959) toonden aan dat titaanchloride d.e beste resultaten
geeft. Hun metod.e werd. hier verder onderzocht en aan de vsrsnelde
nikrodiffusi etechniek aangepast.
2.2.4.1 . ïÍerlcwi;i.ze.
25 g vis word.en net 2OO mI tricbloorazíjnzuur 5 /, geduend.e
2 nin gehomogeniseerd.. In een naatkolf va^n 100 nl word.t aa.n I nl
3?;
f iltraat 1 nl fiC.la-oplossing 10 /o toqevoegd. Na 1 r.nrr word.t tot
100 nI verdnnd en het TillAlgehalte wordt op 1 m1 bepaaLd zoals ln
2.2,3.1. beschreven. In een b1a.nkotrrroef, word.t het oorspronkeJ.ijk
TMA-geba3.te gedoseercl en afgetrokken van d.e TMO-bepaling.
Voor het testen van cle rnetode wercl TIU.AO-ECL (AlU) gebruiict,




Twintig lrroeven werden uitgevoerd net respeictis\relijk lO en
5OO /t^ g TUIAO-N waarbij telkens 015 1 1 en 2 nI 10 ío TíAlr-oplossing
tercl.en gebruikt. De reduktietijd, bectroeg 2 uur. Tussen I en 2 nl.
[iC13 bleek gêên versabil voor te konen. De red.r:ktie was biebtJ
rnaximaaL en bed.roeg voor 50ltg N t 98A í" G * Lr9 %) en voor 500
l,r"e N t 99..0 í" G = Lr5 ío). Tussen dte tlrie standaarda^fivijkingen
bleek geen wezenlijk verschiL te bestaan (Hartley-test). Toepassing
van de variantie-analyse toond.e tevens aan d.at d.e kleine genoteend.o
afwijkinelen (respektievelljk 116 en 1r0 í") *et signifikant va.n O
versohiLden en d.us binnsn de grênzen van de trrroeffouten vlel€n.
Een toevoeging van 0r5 nl fi0l3 gaf sleobts een redulctie vari
83rl ío (e = 2 15 í") en bleek d.an ook onvold.oend.e te zíJn.
' 
_ ne*ukliellig.
Analoge proefnemingen met respelctieveJ.ijk 30r 60 en 12O min
recluktietijct werd,en uitgevoerd. Tussen 60 en 12O min werd. geen ver-
sabil rÍaargenomên en was d.e red.ulctie rnaximaaL. De bekomen prooentuel-e
hoeveelheden flr[A bedroegen 98rl /" (" = ].19 í") voon 5Of g 1[ en )BrB f"
Jó.
(u = L 15 í") voo? 5Oo /u-g, ]l.etgeen overeenkomt met de vorige lyroevenc
Na 3O min was slechts 6? ) /" (s = 2 ,9 í,) gered.uceerd..
Een red.uktie van L uur is d.an ook nood.zakelijk maerr tevens
voldoende betgeen in tegenstelling met Systedt et a1. (tg59) staat,
die 2 uur als minimale red.uktietijd. opgevenn
Oe4lgtgn_Igq_hgl ovelto]lie Ticl, .
líanneer de pikraatmetocle toegepast word.t voor d.e Tl{A-,bepaling
is het nood.zake3-ijk het overtolliee TiCl, te red.ucerêo rrrr&rrÍr te ont-
kleuren door toevoeging van enkele d.ruppels kalir:mnitraatoplossing
en een tiental rnj.nuten te wachten. 3ij d.e hl-er beschreven d.j-ffusie-
metod.e is dit overbodig, hetgeen nog een voord.eel voor deze netoêe
betekent o
- 
Rechtstreekse reduktie in de d.iffusiecel.
& werd ook beproefd. d"e red.uktie rechtstreeks in de d.iffusie-
cer uit te voeren. Hj.ervoor werd. aan 1 ml TMAO-oplossing L druppel-
LO l" TíCl'a-oPlossing toegevoegd. Na 1 uur werd de diffusie zoals in
2,2.3.1' beschreven uitgevoerd. De proef werd. tienmaal met respek-
tievelijk l r Lo en 15 fg TMAO-N herhaald. De geriiddeld.e ijktnrrve
bleek weinig van d.e vroeger bepaald.e TUlA-kr.rrve af te wijken" Deze
netod.e was aId.us in principe wel bruikbaar maax d.e retrrrod.uceerbaarheid.
1ag veel lager : de uit de dubbelproêven berekend.e stand.aarda.fwijkirrg
bed.roeg ot52 bg t.oov. otL5 hg voor de netod.e met afzonderJ.ijke
red.uktie. Toepassing van d.e F-test gaf oen signifikant verschil
,1( c\ = 0101) .
De onrechtstreekse netode is d.an ook te verkiezen.
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2,2.4.3 o Rendement o
Hoeveell:ed.en TlilAO van l0 tot
toegevoegd. werden gerniddeJ.d. voor )8rQ
100 ng N /o aan het vísextralct
í" (, = O 196 /") terr.r€; bepaald.r
2 .2,4.{ . Regroduceerbaarhe:id..
De dubbelproeven gavên in het gebied 8O tot 200 ng IS / een
stand.aardaf,wijking va.n 216 W, hotzij een variatiekoëffioL6nt van
Lr9 %.
2,2.5' $934r1@En
Methylanine werd bepaald net d.e L-fluoro-€e4-dinítrobenzeen-
netode van Dubin (fg6O). Het wordt eerst cloor versneld.e rrjJcodlffusie
geclurend.e 60 min afgezond.erd. en dan in het reagens opgelost Ln bo-
raatbuffer overgebracht. Na 10 min inkubatie bij 65o C wordt een
E0L--tlioxaan oplossi-r:g toegevoegd. en de extinlrÈÍe bij 353 nm geneten
(een Seckma^n DU spektrofotometer rerd gebuikt). De invloect van
anmoniak was verïÍaarloosbaar. De stanclaard.a^fwijking bed.roeg Or12 mg,
in het gebied Orl tot 1r5 rog N, overeenkomend. met een variatiekoëffi-
ciënt van !2 fo,
2 o2.6. EggS!f,fggigg.
Dinethylamine werd bepaald. volgens d.e rnetod,e van Dowden
(fg:A), gewijzigd door Dyor en Mounsey (WqS). Bij een hos\reelheid
viseatrakt word.t een koper-anmoniak-reagens (arnnoniunacetaate koper-
suLfaat, natrir:rnhydroxyde en amrnonÍunhyd.roxyd.e) en êen opJ.ossl.rrg van
koolstoftLisulfid.e 1n benzeen toegevoegd. Met climethylanine word.t geel
koperclÍnethylditbiooarbanaat gevornd. d.at kolorinetrisob bepaal.cL word.t.
2.2.7..9g!!g!g,9,
Voor de bepalin€ van creatinine in biologische stoffen word.t
meestaL tle Jaffé-realctie (reaktie met pikrinêzuur in alkalisoh mid.don)
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toegepast. Een metod.e werd. hier op prrit gesteld on het creatirrine-
gehalte rechtstreeks op viserctrakten te bepalen.
2 .2 .7 .1 . ltrerii:wi;lz e.
)0 g vis 'worden met 200 nI 5 /" trichloorazíjnzurroplossing
gedr:rende 2 min gehomogeniseerd en 1 ml- filtraat wordt j,n een maat-
kolf van 25 nI gepipeteerd., Men voegt J ml verzadigde pilsj-nezuur-
oplossing toe, 2 nrl 10 /o waOn-oplossing en wacht twee minuten. }[en
lengt tot 25 nL aan en kolorimetreert bij {!0 nm.
2.2,7 .2 . InvLoe9slaltgreng
- 
ï{oeveelheid. pikrinezuur.
Proeven met O ,5 %, I {" en verzadigd.e pikrinezurnoplossingen
wezen uit d.at ó,eze laal,ste koncentratie d,e meest geschikte is. Met
I %-oplossing word.en weliswaar ongeveer dezelfd.e gennid.deld.en bekoraen
rnaar d.e reproduceerbaarheid. ligt tweemaal lager (s = 0rO{ t,o.v,
0102 mg in het gebied. Or) tot 1 mg/ml).
Hallmarrn (fg6O) gebruikte als reagens een natriumpilcaatop-
lossing in natriuahyd.roxyd.e. Dit reagens bleek echter blankowaarclen
te geven die aan relatief grote schommelingen ond.erhevig rÍê.rêÍIr Wan-
neer verzad.igd.e pileinezuuroplossÍng en 1O /" WaOn afzond.erlijk bereid.
en gebruilct werd.en, werd. d.it verschijnsel niet vastgesteld.. Deze
werlorijze ls d.an ook nauwkeuriger.
- 
Realsbieclur:r o
Met zuivere creatinine-oplossingen word.t reeds na or€eveer
2 min realstiedur.rr een ma,ximale extinktie bekomen d.ie tijd.bestendlg
is. Met rrisextrakten echter stijgt deze faatste voortdtrend d"oor de
omzettir:g van het aar*vezige creatine tot creatinine. De kol-orimetrische
bepaling nag dan ook niet worden uitgesteld..
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"2 "7. 3. ltorendeiestand.d.elen'
De Jaffé-reaktie is niet volledig specifiêk voor cïeatlnine.
BepaaJ.de stoffen zoal-s glucose, ribose, gluclronzuur, ascorbinezvlr,
eíLzo storen cle reaktier maar zijn weinig of niet in vis aanwezig.
Kontroleproeven op ureum, TMA, TMA0 en aminozuren uitgevoerd"
gaven uegatieve resultaten. De hier toegepaste rechtstreekse netod.e
bl-eek dan ook verantwoord. te zijn.
2.2.7 
'4 . Rend.ement .
Toegevoegde hoeveelbeden creatinj.ne van 15 tot 5O ne /"
werclen gemidd.eld voor 9? ,6 /" (s = 1 ,7 /") teruggedoseerd..
2 ,2 .7 ,l . le3rod.uc eerbaa"r.4gid.
Voor een koncentratie van 15 tot ?O W f" werd uit de dubbel-
proeven een stand.aard.afwijking van 0r88 mg bekomen overeenkomend. met
een variatiekoëffioiënt van 2r1 ío.
2.2.8..9@,.
Creatine werd eveneens rechtstreeks op visextralcten bepaald"
Door waterafsplitsing gaat het in creatin:inê ovexr
2.2'8'1 . lÍerlmijze.
10 mL visextrakt worden tienmaaL verdund. Men pJ-peteert
hi.ervan 1 ml Ín een maatkolf van 25 nI en voegt 3 nl L N zwavelzuur
toe. Men verb.Ít bij 1100 C gedurend.e I ur:r. Het creatÍninegehalte
wordt bepaald. zoals Ln 2,2."1 .1 . Het in een afzond.erlijke proef be-
paaLd.e oorspronkeli jke creatirrinegehalte word.t afgetrokken.
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2 .2.8. 2 . ïnvlo edelaltgrgry
- 
Gebruikte zulxr.
Hughes (ff6O) stelde voor de wderafsplitsing recbtetreeks
met het pikrinezurreagens uit te vo€r€ro Deze werlcrijze bLeek eobter
weinig reproduoeerbare resultaten te geven : in bet gebiecl Orl tot. lrl
W/nI bed.roeg de standaard.a.fwijkinS Or12 ng toorvr OrO2 rng voor
zwavelzuur.
Met 3 rn3- H'SOO 1 N word.t in 5 ur:r 99 16 í" van hêt oreatlne
omgezet (e 
- 




Na 3 uur was 94 r7 {" (s = 5 ,2 ír)
9916 f" (s - Lr) f") creatine smgezet. De
bleek eígnifikant te versohillen (F-test,
is het beter een hyd.rolysed.ur.c van I urrr




reproduoeerbaa,rheid (n - 20)
{ = 0rO1). 0n d.eze reden
te nemen.
2.2.8.3. Rend.enent.
3ij bet toevoegen van hoeveelbed.en oreatine vaa lOO tot 3OO
W í" ryerd gemiddteld 97rO {" (s = 2 11 í") teruggevonden.
2.2 .8. 4. Relrod.qoeerba,axheid..
In b.et gebied van 110 tot 550 ne /o gaven d.e d.rrbbelprosv€n
een stanclaarda,fwijking van 7 t7 rry overeenkomencl met een variatie-
koëfficÍënt van 2rZ ofo.
FJ2.2.9.@.
2.2.9.1 . ïJerlcrii;i.ze.
Voor de bepaling van d.e d-aninostikstof werd. na ori6nt€rendê
43,
proeven, waarbij de gasometrisohe metocle van Van Slyke (fgff) de for-
noltitratie en cle ninhyclrinemetod.e van 3erge" (f959) beproefd. weord.enp
d.e voorkeur aan ile kopernetod.e van Pope en Stevens (fg:g) geg'evên.
De reden hi-ervoor is dat tieze metode eenvoudiger uit te voeren ist
geen reakti.e geeft met ureu.m en arnmoniak, die in de rneeste andgre
metoden storen, en anderzijd.s weL reageert net proline ên hyd.rorlfpnollnet
die Ín doornhaai in relatief hoge konoentraties blijken voor te komen
en die bv. met de klassieke noetod.e van Van Slyke niet bepaaLd. word.en.
De metode van Pope en Stevens is gebaseerd op het feit d'at
rÍanneer een susBensie van koperfosf a,at aan een aninozurenoploesir:g
wordt toegevoegd, deze laatste met Cu++ oplosbare verbinclingên vormen.
Een koperd.osering geeft aldus Uet { -aminogehalte. Pope en Stevens
voerêen deze laatste bepaling jod.ometrísch uit. ifiij hebben echter do
voorkeur gegeven aan de kolorimetrische bepaling met clietbylditb.io-
carbanaat g cle werlcwljze van Cbarlot (fg6f) werd hienblj als basis ge-
ÍlOIII€Ílr
Voor d.e proef worden 2O g vis rnet 20O nl 5 f, trLchloorazíjn-
zur:roplossing gedurende 2 nin gehomogenisee,rd t 3 à 1O mI filtraat
worclen hiervan gebruikto fn enkele gevallen wsrd ook d.e extraHie
net 80 y', aLkolnol (zie 2.2.11 .1 .) toegepast. Tussen beide metod'en
bleek geên signifikant verschil voor te komen,




Sonmige arninozuren (bv. cysteine, metbionine, tr;ptofaa^n,
leucine, fergrlalanine) vormen sLechts weinig oplosbare koperkonrplexeno
lÍanneer ze echter met and.ere aminozursn genergcl wordenr word.en ze wel
oploebaar (fope en Stevens 1939). tninti€; vergelijkencLe proeven
'44'.
w€rden uitgevoerd. on na te glaan of het nood.zakelijk is een zokere
hoerreelheid. roplosbaarrr a.ninozuru toe te voegsn. Hi.ervoor werden
telkens aan één proef bij 5 ml visextrakt (triohLoorazijnzuur) fr6O
ng gS.ycine (= 0r3 mg N) toegevoegdo De and.e're proef wertL normaal
uitgevoerdo
ALIe extinlcties l{arên tussen 01100 en 0r{00 begrepen. Dê
ertinkties van d.e kontroleproeven werd.en van de test net toegevoegd.
glycine afgetrokken. De toets rnet d.e gepaarcle vergelíjkingen toond,e
aan dat bet genidd.ekl positief verscbil van OrOO4 (slreidingsbroed.te
- 
Or00? tot + 01013) ten voordele van d"e glycine-test met een wàd.r-
schijnlijkheid. van 99 /" níet signifikant wae.
Men kan cLan ook besluiten d.at in cLe gebruikte visertrakton
vold.oend.e troplosbarerr aminozuren aaxrwezig zijn en d.at het toevoegen
van glycine of een anale:r auinoauur overbod.ig is"
- 
Storencle bestand.d,e]-enn
Urer.r.n, TII{AO en TMA bleken de bepaling niet te beïnvloed.sn"
Volgens Clatrrton en Steele (tg6l) zou anmoniak (Ín urine) stor€n. Dit
werd. getest ne'i; d.e koncentraties d.ie normaal in bet visextralrË aan-
wezig ziJn en gaf een negatief resultaat"
2.2.9.3 . legdgrngr;[.
Ifanneer 10 à 50 ng N í" glycine, d -aIanine, leuoine, pbenyl-
alanine, tbreoninet t;rrosine, asparaginezuur, arginine en vaLine aa.n
het visextrakt werden toegevoegd, werd. genid.d.eld. 93rZ à 10613 /. toW*
gevond,en (algemeen genicld.eld.e 9614 í,)" De stand.aardafwijkingsr Liepen




in het gebied. 20 tot I2O utg N /",
koëfficiënt van 2) ío"
2.2.1O. f3Éiclen.
een standaard,afwljlcing van 116 tg
Dit komt overeen rnet esn variatie-
2,2.10.'t . lÍeglqlijze"
Voor de d.osering van het peptidengeh.alte werd.en 3 ml van het
trichloorazijnzuur extrakt (zíe 2.2.8.1.) in een a.nrpuIle va,n 10 ml
gepipeteerd. Na toevoegen van I ml gekoncentreerd HCI werd deze toe-.
gesmolten en werd. cle oplossing geclurend.e 21 tot 24 u bii 1100 C g
0r5o C gehyd,rolyseerd" Het c( -anÍ.norgebalte weril d.an volgens 2,2.8.1.
bepaald. Eet oorspronkelijk aanwezig nrij aninozurengehalte wsrd a,f-
getrokken.
2.2.1 O.2. ïnvloed.sf alctoren.
- 
gggrgugegglsge.
Voor d.e byd.roLyse kon tussen de refluxmetod.e en de worhrijze
met toegegnoLten byclrolysebuis word.en gekozen. Tien vergelíjkende
proeven met oplossingen tussen JO en 60 r,g N word.en uitgevoerd. met
cle boven bescbreven metocle enerzijcls, met refLux onder stikstofstroomo
and.erzijd.s. Het gernidd.eld. versohil bed.roeg + 214 ry (spneid.ings-
breedte 
- 
2r1 tot + 613 mg) ten voordele van cle reflux-netodel raaar
was met 99 í" waarschljnliJkjreid, niet eignifikant. Daar d.eze metod.e




Sepa1ingen uitgevoerd. na respelrtievelijk 12, J-5t LB, 21 ên
46"
24 tt toond.en aan dat na 21 u geen verhoging van het ( 
-amino-gehalte
meer pJ-aats greep,
2 .2 .10 . 3 . R egroduc eerbae,rh-e'i. cl .
Tussen 5 en 70 ng N /" gavên d.e d.ubbeLptoeven een stanclaard-




De scheid.ing van d,e vrije aminozuren werd met bid.inensionele
dunneLaagchronatografie uitgevoercl. De lrwantitatieve bepaling ge-
schied.d.e d.oor rechtstreeks d.ensitometrie en autonatische registratis
en integratle van d.e bekomen pieken. cysteïne, cystine, prorine en
hyd.rox;proline werd.en evenweL met and.ere metod.en ged.oseerd.
2.2.1 1 . 1 . Extralcbig gag {e_vri;i-e_qgigogr€eg.
De metode van Awapara (1948) rserd aangepast. Men b.omogeni-
seert 7 r42 S vis (net een geniddleld. d.roge stofgehaLte van 24 $) net
25 nl absolute ethanol gedurend.e 1 min. Men voegt drienaaL 50 nL 80 í"
ethanol too (telkens 1 min homogeniseren), Na filtratie word.en 25 nr
ín een naatkolf van l-O0 mJ- gepipeteerd., die rnet ohtoroforrn woriLt &arL-
germlcl. trb scheid.t zich rmij vh.rg een waterige 1-aag af (t 5 orl) d.ie
d.e wrije aminozuren bevat en vrij is van J-ipicien en d.e meeste kool-
hyclraten en zouten.
Voor Bapiercbromatogra^fie moet het extrakt cl.an hetzij iloor
lyophilisatie, hetzij door vaJcuiind estÍI1-atie worden gekoncentreend
(Ewhes 1959 t Jones 1959 3 Ranke 1960). Dit bleek eahter met d.e hj.sr
toegepaste wertcruijze overbod.ig te zíjn (zie verder).
h weld. echter nagegaaJl of d.oor veflía.rmen van d.e aLkohol een
boger rend,ement bekomen werd. hoeven met alkohol clie oB 5oo C wecL
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verwarmd en '!.taarbij het homogenaat vóór fj-ltrsren gedurend.e 60 min
bij 50o C gehouden werd gaven echter geen signifikante verschll-lenu
Het toevoegen van d,iverse aminozuren bleek een rend.ement van genid.d.e1d.
g4r3 /" (s = 2 14 í") te geven, warlneer a" d -aninostikstof bepaaLd.
werd. volgens de metod.e beschreven in 2o2.8.1 ,
Men neemt algemeen aan dat hoge koncentraties aan ureum d.e
chrornatografie storen (fIoct< et aI, 1958 9 Pataki I)66 I Stabl L967),
Tijd.ens onzê Ilroeven bleek dLit echter niet b.et geval te zÍjno In-
tegencleelr het toevoegen van êên spoor unease om ureum te ontbind.en,
zoals cloor bovenverÍnelde auter:rs word.t voorgestelcl, bleek cle reprod.u..
ceerbaarheid. van de R.,-+raarden ongunstig te beinvloed.en en meen cliffuse
vlekken te veroorzaketto
2.2.11 .2. Dururelaago}ronatgÊra^fie vag cle_arnigozr4lenr
- 
Platen.
CeLluloseplaten van 2A x 20 onr Schleicher & SohiilJ (nr.
1,44O) werden gebruikt, d.aar zij een hogere retrrroduceerbaarheid. d.a.n
zelf bereid,e platen bleken te bezitten, hetgeên vos:e }mantitatieve
bepalinglen belangrijk is,
- 
Aanbrengen van het te scheiden rnengsel.
De aminozurenoplossing werd. in fralcties van L lI op tLe plaatgespot. Telkens werd. d.e vlek rnet een warme luchtstroom ged,roogd..
Ten eind.e d.e opeenvolgend.e vrekken op precies d.ezel-fd.e plaats aan te
brengen werd gebruik genaakt van een heftafel van 3O x 30 on voorzien
van oen schabloon uit plexiglas waarin d.e platen kond.en word.en ge-
schoven (figuur r3) . De plaat werd d.an telkens tot juist tegen cl.e
d.ruppel van 1 7t1 ond.eraan eên precisiê-doseerspuit met nicrometer-
sohroef Agla (3r:nougnes ïfelLcome Co., ï,onden), gebraoht en clan on-
nid.d.ellijk iets terug naar beneden ged.raaid.. Meestal werd. 10 )LL
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gespot. lÍanneer echter van bepaald.e arninozurên te stsrke konoentraties
voorkwamen we,rden kleinere hoeveelheden genomen"
- 
Ontwikkeling.
Voor d.e bid.imensionele ontwikkeling werden de dive'rse loop--
rnicLd.elen d.oor Pataki (1966) verneld, beproefd. Verder werdon eveneenËt
volgend.e kombinaties uitgetest : Sutanol-azÍjnzur:r+rater (4 : 1 : 5)/
Pyridine-anyla1kohoL"-water (? z 6 z 6) (S6rhammer et al. 1963), Suta-
nol..azi jnzunr-water (4 : 1 z l) fMietnanol-.d.iethylanine T í" (B z Z)
(lLanc et aI, tg6il en Methanol-chloroform- 2J fo arwoniak (2 z 2 s 1)/
Methanol-water-pJrridine (2O a 5 s 1) (Sond.ivenne en Suscb 196?). Ook
d.e multidimensionele techniek (vier looprnid.d.elen) van Von Árx en
Neher (fg6:) rnet onvsrzadigtLe kaners werd beproefd.n
Daar echter geen enkel loopmídctel volle&ige bevrediging
bleek te geven werd. naar and.ere solventsysternen gezocht" Voor d'e
scheid.ing van de in d,oornhaai aanwezige vrije aminozuren bleken ftÍee
kornbinaties nood.zakelijk te zijn.
De meeste zuren kond.en d.oor het systeem methanol-butanol *
t'l /o awnoniak (BO : 20 : 2o)ftenot-water (?5 z 25 + 25 w NacS) word'en
gescbeiden" Hyd.roxyproline en proline (ge1e vlekken) overlapten ge*
deeltelijk respektievelijk f! -alanine en nethionino maar cie inter-
ferentie was verwaarloosbaar d.aar de iminozuren bij 525 nn trrraictisch
geen extinktie vertoneno Voor d.e bepaling van lysiner ornithine,
asparaginezuur en glutarninezuur werd. d.ezelfd.e kornbinatíe gebruilcb ',
in de ontwikkelkamer werd echter tijd.ens de tweede ontwiklreling een
bekertje sterke amrnoniak geplaatst.
De ontwikkeling werd. volgens de voorsotrriften van Stah1
(]g67) in glazen kamers, volledig belegd. met filtreerpapier om een
oververzadigde atmosfeer te vertezenlijkenr doorgevoend. Pen kamer
vcntitatorhuts 57 r 57r lScm
onderstel 57r 57rl5cm
Frg.l4 - 0roogtnrtchttng voor
wrndstroom
ptaten







werden twee platên in looclrechte stand. ontwikhelcl. Als loopa,fstand.
werd 1l tot 12 om genomên. De looptijd.en bed.roêgen bierbiJ respeli-
tieveLijk gemid.cleJ-d. 2 uo 4u3O en 4u30 voor methanol- buta^noL- anmoniak,
fenol-rater en fenol-water + anmoniak.
AJ-le proeven werd.en in vierd.ubbel uitgevoerd.. De gemid.cleLd.e
Rr-waarden voor cle d.rie systenen zijn in tabel 2 verneLd. Zíi bleken
goecl regrod.uceerbaar te zijn : de gemicld.eld.e variatiekoëffioiënt be.-
droeg 316 y'". 0p te merken valt ctat met het loopmid.clel fenol-*rater en
arnmoniak in d.e gasfaze voor cle basisohe aminozr:ren (UistiAine uitge-
zond.erd.) l-rnethylhistidine, anserine ên ca,rnosine, d.uid.elijk hogere
Rr-waarden bekomen werd.en. 3it verschijnsel is in de papierchromato-
grafiê eveneens bekend. (3tock st aI. 1958).
3ij bidirnensionelê 
- 
eo d.aarenboven }stantitatieve 
- 
clunne*
S"aagcbromatografie moeten de werkomstandighed.en strilct gelíjk genomen
worclen. Na cle eerste ontwikkeling werden de platen gedrrrende juist
20 min bij kanerternperatuur met behulp van een hiervoor gebornvd.e een-
voudige ventilatorinstalLatie gettroogd. (figurrr 14) . Uit vergelijkerd.e
proêvên bleek het drogen bij bogere temperatur:r (6O0 C) geen voor-
d,e1en te bieden.
Na d.e tweed.e ontwiklceling werd.en d.e platen gedr:rende 45 rnin








































































































































Na 5 nin werden d.e platen net O ,1 /o nj,rt}rydrine in iso-
propanol d,at 2;5 /" collid.ine bevat (aerosol Merck) besproeid. Zíi
werd.en dan 30 rnin bij 600 C verwarmd.o Figur.u 1 ) geeft het vlekkon-
patroon in werkelijke grootte van d.e aminozuren líeere respelrtieveliik
met loopmidd.elenkornbinaties 1-2 en J-3.
De platen werd.en d.an in het d-onker bij 10o C tot |s ander-
daags bewaarcl. Deze temperatur:r bleek meer reprod.uceerbare resultaten
d.an de kamertemperatuur te geven" De enkele aminozuren met fenol-
water + ammoniak ontwiklceld, werden echter onmiddellijk gedoseerd daar'
na enkele uren uitte vlekken op de plaat verschenen.
Tijd.ens d.e oriënterend.e proeven, en telkens er twijfel be-
stond.l werd.en ter id.entif icering ook verschillende specifieke strrroei-
n|d.delen gebruikt, n1, het Sakaguchi-, Pauly-r B:rlioh-r isati.ne-t
Drag;endorff- en vanilline-reagens, bereid volgens Stahl (WAl),
2.2.11 
"3 . Densitometrie.
De platen wsrden densitometrisch geanalyseerd. met d.e auto-
matische uitrusting Photovolt TtC 530 voorzien van een registreer-
apparaat Varícord. 42 en een automatische integrator Ïntegraph 49
(Photovolt Corp., New York) t een kollimatisch diafragma van 0r1 x
15 rnm en een filter van 525 nm bleken optimale resultaten te geven.
De ijklrtrven wexd.en met koncentraties van O11 tot I Pg
opgesteld.
Ter illustratie werd.en in figuur 16 d.e kurven van een
neutraal (leucine), basisch (arginine), zur:r (glutaminezuur) r aro-
natisch (fenyl-alanine) aminozrn:r, alsmede van een aminozuur niet 0iÏ-
funlcbie (threonine) weergegovêÍIr Daar de Inpven met stijgendo kon-
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centratie een vlakker verloop kennen heeft nên qr belang bij het a,nino-
zutugehalte relatlef laag te houd.en. Eiermed"e worden trouweng somnÍge
vlekken beter gescheiclen.
Tussen l0 min en 20 u bleek d.e kler.rintensiteit rnet I tot
IO fi te verhogen.
2.2.11 .{. Regroduoeerbaarheíd..
Uit de Itroeven d.ie in vierd,ubbel werden uÍtgevoerd. bleek d.at
in het gebied Or1 tot Ot} /Lg, waarin meestal werd gewerlste cle stan-
d.aard.a"fwijking voor de cliverse arninozuren van O 1012 fut A 1066 /LS
sohonmeld.e (tabel 3) hetgeen overeenkornt net oen variatiekoëffiolënt
van { tot 22 /o.
De regrocluoeerbaarheid. van cle metode sab.onrnelt dan ook vo}-
gens het aminozuur en de konoentratie tussen i I tot + 44 % (inaiwi-




stanctaardafwijkinggn (in /*d en variatiekoëffict'érrten ({")


























































ornithine, glutaninezuur en asparaginezu.o
1 en 3 3 ancLere aminozuren I 1 en 2"
2.2.12.1 . lferlnrijze.
De metod,e van Fernards en Henry (1965) werd gebruÍkt.
Eierbij geeft oysteine net 2r6--d.ichlo3e-p-benzoohi.non een rod.e klerr







sE (cysteamine) en is onafhankelijk va,n
54.
de aamrezigheid. van rmije of geêsteriftceerd.e groepen (cystefne,
netbyS-cysteïne). De gevoeligheid. van de metode bLiilct zesmaal. groter
te zijn d.an deze van de klassioke uretode van Sullivan met X'olin- têê-
gens ( 3- r2-naftoohinon-4-sulf onaat) .
Cysteïne wordt rechtstreeks bepaald. Cystine wordt eerst
ctoor kopen-I*chlorid"e gereduceerd en als cysteïnê-koper-I-nerkaptid.e
neergeslagen ; dit rord.t ilan d.oor het d.oorleid.en van waterstofsulfid.e
ontbond.en en het vrijgesteld.e cysteïne bepaald.. Eet oorspronl<eLiik
cysteïne-geb.alte wordt a,fgetrokJren.
Fernand.ez en Henryn ,fl.ie d.e metode voor tuine op punt steldent
kond.en rmij cysteïne alleen niet bepalen, d.aar cle ontwiklcellng van
bet ohromogeen in sterk zwaveJ,z'wrcrnid.den dj-ent te geschieden en bien-
door een d.onkere klerr in d.e urine ontstaat. Voo? trichloorazijnzuw*
extralcten van doornhaai bleek dit echter bet geval niet te zijn zod.at




nI4A0, TirlA, ureum, ammoniak en aninozuren bleken geen invloed.
op d.e bepaling te hebben.
2.2o12.3. &endenent.
Wasrneer tienmaal een hoeveelhei-cl oysteïne van ! tot 15 W /"
toegwoegd. werd., werd gonicid.eld 9Br3 /" (" - 2l %) terWeevond.en.
Voor cystine bedroeg clit vooT d.ezelfde hoeveelheclen !6,4 í, (s = 3,5 /r).
2.2.12.{.. RegroduceerbaarheÍd..
Voor cysteÏne werd. in het gebied. ? tot 23 mg $ een steurd.aard-
afwijking van 0r39 rng gevonclen hetzij een variatiekoiiffiaiënt van
216 ío.
55,
Voor cystine bedroegen d.eze cijfers tussen B en 16 mg ío r"u'
pektievelijk 0 ,M ng en J r'l {o.
2,2,13 . !Igl!gg.
2.2.13.1 . Werlouijze'
De metod.e van Tro11 en ï,ind.sley (1955) werd toegepast. Hier-
bij wordt ninhydrine in sterk zuur mid.den gebruikt ; net lroline en de
basíeohe aninozr:ren word.t een relatief stabiel rood. komplex bekomen.
De basische aninozuren worden vèèr de proline-bepaling met een zwak
zure Íonenwisselaar (Zeokarb 226, H+-vorm) vu:sijclerd. Daar dit in
neutraal roid.clen dient te gebeuren, omd.at and.ers proline-verliezen op-
tredenn werd een alkohol--chloroformextralct i.p.vr êêrt triobloorazíin-
zurrextrakt gebruikt (zie 2.2.11 .1.).
Cysteïne stoort echter in de metode van Troll en lrintlsley.
Eb werd. beproefd d,it te vermijden d.oor een pernierênzuur-o:ryd.atie u:it
te voeren, waard.oor cysteïne en cystine in cysteïnezuur omgezet word.en,
dat cl.e kolorimetrische lrolinebepaling niet stoort. (Wren en l[igga1L
1965), Deze werkwijze bleek echter zeer omslachtig te zíin en vernin-
d.erde d.aarenboven d.e reproduoeerbaarheid : d.e variatiekoëfficiênt steeg
van lr? tot 612 /, (auttetproeven). Daar cysteïne echter met ninhyd.rine
j.n sterk zuur nidden goed reprocluceerbare extinktiewaarden geeft (in
196? steld.e Gaitonde zelfs een metode voor cle bepaling Yan cystelne
volgens hetzelfd"e principe voor) werd verkozen een korrektiefairtor
hiervoor in te voeren r de equ:ivalente extinktiewaard.e overeenkomend.
met het gehalte aan cysteïne bepaaJ-d. volgens tle in 2.2.12.1. beschreven
metod"e werd van de proline-waarden afgetrokken.
2.2,13 .2 . Storend.e_bestanddelen.
Volgens Messer Qgel) zoud.en d.iverse aminozuren, d.Ípeptld.en
en trÍpeptiden storen en zou het toevoegen van glycine dit beletten"
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Uit d.e vergelijkende proeven werd. een gernidd.eLd. positief ver-
schil van 3 14 W /" (spreidingsbreedte - 1 fi à 4r9 *e) ten voordele veue
glyoine bekomen. Dit verschil was echter met 99 /o waarschijnlijidreid.
niet signifikant. TSmosÍne en hyd.roxyproline die volgens trfren ên
Wiggal-l (fgg:) even€ens kunnen storen, bleken in de koncentraties'die
in d.oornhaai voorkomen een verwaarloosbaan kleine invloecL te hebben.
2.2.11 .1 . Rend.ement.
Wanneer hoeveelhed.en van 20 tot 50 rng í" prolíne aan bet vis*
ertrakt werd,en toegevoegd, werd genj-dde1d 96'J í" (" - 3 rl í") terr.rg'gge-
voncLen.
z .2.13 .4. $egroduoeerbaarheid,
De d.ubbelproeven gaven een standaartiafwijkS.ng va,n 2rB nrg of





De metod.e van Neuman en ï,ogan (fg:O) genodificeerd d.oor
3lomfield. en Famard ( 1964) werd gekozen. Hierbij word.t hyd.roqrproLine
rnet waterstofperox;nd.e geoxydeerd. ; met p-d.imethylamlnobenzaLd.ehyd.e
(UrrtioU-reagens) wordt d.an een rod.e kleur bekomen.
Eén mI gefiltreerd trichloorazijnzuur-extrakt van cloornhaai
wordt in een naatkolf van 25 ml gepipeteerd, Men voegt 1 mI 0rO5 M
CuSO,r1rl ml 2N NaOH en 1 ml 6 /" n^O^ toe en merrgt zachtjes. De oxy-4' zz
datie word.t ln een waterbad bij 40o C gedr:rende 2O min uitgevoerd. g
het overtollig peroxyde wordt d.oor hevig schudden vernietigd.. De
kolven word.en in een ijsbad afgekoeld, 2 nl 615 N 
"at04 
en 5 nL 3 /"
p--d.imethylaminobenzaldehyde in n-propanol word.en toegevoegd. 3e
,7.
klernontwiklcellng geschiedt bij ?Oo C gettr:rende l0 nin.
worden opnieuw a^fgekoe1d.l en onni.d.dellijk aangelengiL met










3l-onfiel-d en Farrard ( L964) voerên cle oxyd.atie bÍJ 4Oo C
geclwend.e 10 nin uit.
Uit 10 vergelijkende proeven met koncentraties van 5 tot
15 rng S uitgeltoerd., bleek ecbter clat een tijct van 20 nin signifikant
hogere resultaten gaf (genid.cielcl + I) rZ /, net een spreictingsbreedte
van + 213 tot + 25t6 í"). Boven cl.eze tijdsduur bleek geên venmeerd.ering
neer voor te komen.
Stegemann (fgf8) stel-d.e voor ohloranine I irprvr ErO, te
nemen d.aar net clit reagens d.e gevoeligheid. en d.e stabiliteit rra^n..b.et
hydror;rpnoline-chromogeen verhoogd. wordene vooral wanneer de gehalton
zeer 1aa6 zijn,
Ïn de koncentraties waarin hycLroxyproline ecb.ter in dooln-
haai voorkomt wercl d.ít niet vastgesteld.. fien vergelijkend.o UroEv€n
in het gebied J tot 15 rne /" gaven een vqrschil van + 2 e5 / ( spreídings-
breed.te 
- 5 14 tot + B r7 %) d.at net een TÍaarschi jnlijlcheid. va,n 99 /"
niet signifikant bleek te zijn.
- 
Stabilisering van d.e klera.
Sergroan en ï,oxley (1963) verneldd.en d.at n-propano]., dat J.n
cle metod.e van Neuman en Ï,ogan als oplosnicld.e]. voor het EhrLloh..orea-
gens gebrrrikt vord.te 
€êr weinig stabiel chronogeen geeft. Zíl steld,en
voor isop:ropanol te nemenr
Tijd.ens 10 dubbelproeven met 10 mg
voerd. werd iLit feit echter niet vastgesteld..





(9r8 en 1or3 ng) verschll*
2.2.14.3. Rend.ement.
líanneer hoeveelbed.en hydroxyproline van J tot 15 ng y'o aan
bet extrakt werden toegevoegd., werd. gemidcleld 94rB /" (u = 3rZ %)
teruggevond.en.
2.2 .1 4.4 . legrgcluceelbaarbeid.
De dubbelproeven gaven in het gebied van 5 tot p1 ng /"
een etand.aard.a,fwijking van OA4 Wt hetzij een variatiekoêffiol.ënt van
3,4 %.
2.2.11. Vrij ohoLine.
3ij alle gebruikeLijke metoden voor de dosering vap rnríj
( en gebonclen) ch.oline (met ammoniumreineckaatl perjodid.e, fosfomolyb-
claat) vormt d.e scheid.ing van betaïne en choline het hoofd.probleem.
Daarenboven storen talrijke aminozr:ren in meer of nind.er sterke mate.
Daar in d.oornhaai relatief veel betaïne voorkomt, ttiencle een metod.e
op punt gesteLd. te worden d.ie d.e scheiding op eenvoud"ige wijze ctoot 
-
voert en voldoend.e specj-fiek voor choline is_
Een aanpassing van d.e ad.sorptienetod.e met florisil, d.oor
Lirn en Sohall (L964) voor de doserÍng van het tcb.aal cholinegohalte
in voed.ers voorgesteld., bleek aan d,eze eis te vold.oen.
2.2.15,1 . Werlcrvijze.
Men bereid.t een d.unne brij van { g florisil (FloricH-n
comp. r Tallahasseê, ï'3-orid.a, usA) in 10 mL methanol en laat L0 tot
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15 sec bezinken. Men giet de fijne deeltjes die in suspensio bJ-ijven
af en brengt de florisil op een kolom van 30 crn hoogte en 1 om d.ia,.-
neter door toevoegen van nethanol over.
Een choline-oplossing (1 tot 4 mg) die vooraf op pH 2 tot
6 gesteld. werd.1 wordt op d.e kolom gegoten. l,Ien spoelt aohtereenvolgens
net 5 en 10 mI methanol en tenslotte met 10 ml 10 /o aceton.
Men voegt ) ml ammoniumreineckaat-oplossing (Z /") toe en
wast d.e overmaat met 20 mr ijsazijn uit. Men elueert d.o roze ba.nd.
cholinereineckaat met 10 ml aceton en kolorimetreert bij 525 nm. Daar
cholinereineckaat lichtgevoelig is (Ackerman en salmon 1960) dient
een sterke belichting (bv. rechtstreeks aonlicht) vermeden te word.en
en de metingen niet uitgesteld. te worden. Proeven toond.en verd.er aan
d"at telkens een nieuwe kolon d.ient gebruii<t te word.en,
2 .2 . 1l . 2 . Storende_bsstagd.d.efeg.
Proeven uitgevoerd. met betaïne, TW, 1l aminozurên, creatine,
creatinine (3 ng op kolom) en met ureum en TMAO (Z+ od toonden aan
d.at enkel TMA stoorae (E = or19o). voo? d.e overi-ge bepalingen werd.en
extinktiewaard.en van 01003 à oro22 t.o.v" aceton gevond.en, terwijl d.e
blankowaard.e (water) gemiddeld. oro12 bedroeg. Het feit dat betaïne
geen irnrloed. heeft kan hier benadrukt word.en.
Voor d.e verwijderilrg van TMA werd volgende oplossingp-
vond.en' Door toevoeging van base werd. TMA vrijgesteld. en i.n J-o min
hrantitatief overged.estilleerd. Alhoewel het bekend. is dat choLine
in baslsch mid.den gemakkelijk in TIVIA overgaat bleek d.e hier toogepaste
werkwijze (vooral de korte tijd.sd.uur) slechts een verliês van + 13 ?;
te geven, d.at goed. réproducesrbaar was. Daarenboven lías d.e ijkla:rve
na d.estillatie bepaald rechtlijnig.
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Voor d.e pralrtische uj-tvoering worden 50 g vis met 1OO nL
triohloorazíjnzutxoplossing 5 í" gehonogeniseerd" I 40 nI van het fiL'
traat ÏÍold.en in een d"estill-atiekolf van 100 nil gebracht en net IO /"
NaOH (a 2rl n1) op pE 11-12 gebracht" Mên destilLeert gech:rend.e L0
min., brengt op pH i 5 net ijsazijn (t I mf) en voert de choline*be-
paling uit zoals in 2 
"2.15o1 ,
Voor pas gevangen vis, die praktisch gieen TIIA bevate kan
het extralst rechtstreeks op de kolorn gebracht word.en.
2.2.15,3. legdgment.
1 tot 8 ug í" toegevoegd choline werrden genid.d.eld. voor 97 A /"
(" = 4 ,9 {") teruggedoseerd.
2.2, 15.4 . $eSroduceerbaarheid..
De dubbelp:roeven gavên in het gebied. van 3 tot 9 W {o een
sta^nclaard.afwijking van 0 r27 W aan, overeenkonend. met een varlatie-
koëffioiënt van 415 í".
2.2.16.3etaïne.
Voor cle bepaling van betaÏne stellen zích d.ezelfd.e problemen
al-e voor cb.olinez nJ-o d.at talrijke interfererend.e verbintlinger voor-
komen. Door het gebruik van een gemengde ionenwieselaar, zoals d.oor
Carruthers et al. (f96O) voorgesteld, bleken choline en rmiJe anino-
zuren volledig geadsorbeerd. te word.en terwijl betaïne niet gebond.en
weril. TMA en TMAO kwanen daarentegen eveneens Ín het eluaat terech.t
en stoorden de reineckoatbepaling. TI{A kon verwijd.erd. worden d.oor
het Tlt{A-reineckaat bij pH Br5-9 neen te slaan en af te filtreren.
Dit s1aa6d"e echter nj-et met TIrtiAO en pogingen om het met d.iverse re-'
d.ulrtiernidd.elen (tin, titaanchlorid.e, Deward"ats legering, koper) in
TII{A on te zetten blsnen zonder gunstig resultaat, Er werd. echter
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vastgesteld. tlat TI4A0 net reindckaat reprod.uceerbare resultaton geeft.
Daar het gehalte afzond.erlijk ged.oseercl word.t (zíe 2.2.3.) kon hier




kolorimetriscbe bepaling van betaïne net reineckaat Íe
de rnetode van Gliotr- (t9q4) ,
2.2,16"1 . lfeckwi;i.ze.
Men bereittt een kolon met 2 vo}.mes De-Acid.ite ff (OU-) 
€n 1
volurne Autberlite ïRC-50 (g*), volgens d.e voorschriften van Ca,rrutbes
et al. (r9go).
20 g vis worden met 2OO nl 8O /o etbanol gech.lrende 2 min ge-
honogeruiseerd.. Set filtraat wordt in een roterend.e valcuiilryercla,rnpe
tot 50 m3. gered.uoeerd en over cle kolorn gebraoht.
Men voegt bij L0 nl eluaat 10 ml J {, annotiunreineokaatop-
lossing en brengt d.e pH op 815-9 met NaOH. 0m het neersLaas te vêrg€-
maklcelijken wordt cLe beker 1n een op 
-10o c gekoelde vLoeistof ge-
plaatst. Men fiLtreert op filtreerlcroes G3 en brengt bet filtraat op
pH 112. Men koert af , filtreert en wast het neersrag ctrienaar net
ethor ( t 5O nf ether + 1 ml water) . Het nee,rsla6 wordt in ?0 /o aoeton
olgelost en bij 525 nn gekolorinetreerd..
2.2.16.2. Rend.ement,
JO tot 100 mg betaine werden voqr 9315 /" (" = 5; f") terr:g-
gevonden.
2 .2 .'16 .3 . $egnod.uoeerbaarheicl.
De clubbellnoeven gav€n Ín het gebied van 60 tot 290 W í"
een staÍrdaarclafwlJking van 9 16 qg aan, hetzij een varlatiekoêffiolfint




De metod.ê van Brenner et al. (fgfl) werd toegepast. Set
waterstofsulfitl.e word.t d.oor aanzïtren van een visextrakt wtjgesteltl
en d.oor een C0r-stroom meegesler.ud. Het lrord.t d.an in een zinkacetaat-
oploosing geabsorbeerd. en net p-aminocLinettr"ylaniline, ECL en Í.jzer-
ïïI-obloridle behanclelcl waarcioor methyLeenblarnr ontstaat, clat bfJ 660
nn word.t ultgeneten.
Het visextralct word.t bereid. d.oor 50 g cLoornhaaí net 200 roL
gecLestÍlleerd. water gech.uend"e 2 nin te bomogen'iseren en te flltreren
25 sL worclen gebruilcb.
2.2,1 ? . 2 . legrgcluceerbaa,rheiil.
Voor hoeveeLheden van 5 tot 25
een sta.nal.aarda,firijkÍng van O r2B /L.g aan,
van 1r8 ío.
2.2118. Ind.oL.
* I í" gaven de clubbelpxoevên
hetzij een variatiêkoáfflciënt
De uretode va:n tte AOAC (fg60) werd toegepast.
Eierbij worclt ind.ol uít een waterig extrakt overgedestilleerfl




Bij d.eze metocle worden cle vLuohtlge red.uoerende stoffen tlie
j-n een bepaaS.ct tijd.sinterval (neestal {O nin ) door aëratie rmijkonen
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globaal gedoseerd.. Ie netode van Farber en Ferro (rgf6) werd hierbij
toegepast. Het principe hiervan is als voIgt. Een aëratieko]f en een
reaktiekolf zijn rnet elkaar via een luchtpomp in gesloten keingLoop
verbond.en. Ïn d.eze twee kolven word.t respektievelijk vissap en kalium-
pernanganaatoplossing gebracht. De luchtponp brengt d.e vluchtige re-
ducerend.e stoffen in de permaganaatoplossing over ïÍaat ze geoxydeerd.
word.en. Door terugtitratie met natriumthiosulfaat word.t b.et aantaL
mikro-equivalenten 1IRS bepaald..
De metod"e van Farber en Ferro (tl>6) werd ongewijzigd. gevolgd
net uitzond.ering van cle gebruikte luohtpomp. h werd. imners vastgesteld.
d.at de reprod.uceerbaarheid van de bepalingen veel te wensen overLÍet
lÍanneer een d.iafra€napomp gebruikt werd., zoals d.oor d.eze auteurs ol€e-
geven : de standaard.afwijking, berekend. uit veertig d.ubbelgroeven in
het gebied 5 tot 35 /eq uitgevoerd.e bed.roeg 377 f+eq. De reden is d,at
het d.ebiet moeilijk konstant kan word.en gehoud.en , zelf s lÍaltno€r een
aërometer wordt tussengeschakeld..
Na het testen van d.iverse oliewije pompen bleken s3-angen-
pompen (Wm, BazeL, Zwitserland) de beste reproduceerbaarheid. te
g€vêïrr Daarenboven lamnen dergeLíjko pompen gemakkeJ-ijk aan éénzeLfde
as verbonden worden waard.oor in ied.er apparaat hetzeLfd.e ciebiet word.t
bekoBen.
2.2,11.2. Ertralrtis gan gigsgp.
Voor d.e VRS-bepaling is vissap nod.ig. Om d.it te extraheren
gebruiken Wittfogel en Gebhardt (tgSl) een elelctrische centrifi.rge,
Banks (fg55), Farber en Femo (WSe) en Connelt (tgSil diverse typen
necbaniscbe of hyd.raulische persen. Voor d.oornhaai bleek een eLek-
trische centrifi:ge wegens d.e gelatineuze konsistentie van het visvloes
niet te lnrnnen gebruikt rvolden. Ook het aanwend.en van een \d.rauliscbe
pers (Apex 10 ton, ï,ond.on) en verschillende soorten hand.persen (tnrt
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fruÍtpersen) bleek slechts een zeer gering rendement te geven €n zoer
omslachtig te zLjn.
0m cleze reden werd. gepoogd. een techniek op punt te stelLên
dÍe toelaat op relatief eemrouclige wijze vissap uit d,oornbaal (en
and,ere vissen) te extrah.erêrr
Na talrijke orÍënterende trrroeven bLeek een kleine ha.ndpers
net schljven, mits aanpassingen, uitstekend aan de gesteld.e eisen te
beantnoorden.
Eet is een kleine h.and,pers uit gegalvanizeerd ijzer net
llcht koniscbe schijven van 8e3 om d.iameter (Presse Méd"ioale AS, Parijs)
(ffgltrur L7), De schijven zijn geribd. on het kontaktoppervlak te vetr-
groten.
De nod,ige d.ruk word.t bekornen d.oor het aanspannen va,n een
veer rnet behulp van een vleugelnoer. Ten eind.e de gewenste d.ruk te
lcunnen insteLlen, werd. de pers voorzien van een nomentsleuteL
(Torquometer type TQC-I-FU; Snap..en Too1s Corp", Kenosha, USA), dlo
via een bui.zensleutel rnet de vleugelnoer verbonden wed 9 luiervoor
werd op deze laatste een moer van l-7 mn geJ.ast.
Voor ied.ere bepaling word.t 100 g vis, veldeelcl in stukken
van ) tot 10 g gebruikt.
z.z n1 9 
" 
3 . fnvloed.sfaltgrgn
Daar niets bekend. lÍasr over
zoals dr*, persd.uur2 drukoppervlak,
het sap, enzo op het tlRSgehalte van
reeks proefneningen aan d.it probleen
d.e mogelijke irwloed. van falctoren
hoeveelbeid. vis, fiLtrerên van
het vissap, werd. een uitgebreid.e
gewi jd..
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De bovenvermelde faktoren werd.en in 2O tot 30 vergelijkend.e
p?oeven getest en de resultaten werd.en statistisch beoordeeld. net d.e
toets van cle gepaard.e vergelijkingen. Vis van uiteenlopend.e versheid.
(Vns-waarclen : 5 tot 35 /teq) werd gebruikt.
De reeultaten voor enkele vissoorten verschenen in een
vroegere mededeling (vyncke 1968 b). voor doornhaai werden analoge
resultaten bekomen. Enkel de druk bleek een signi-fíkante invloed. te
hebben. Het gemidd.el-d. verschil tussen d.e twee geiixperÍ-menteerde
drukken (0135 en 0r!0 W/.^2) bedroeg + 3r1 3 fr.q, of 18 14 lo ten voor-
d.eLe van de hogere druk en was zeer signifikant. De speid.ingsbreed.te
van het ve:rschil liep van O tot + 7 $ F"q.
Men dient d.us rekening te houd.en met d.e persd.ruk vocrr d.e
extralctie van vissap voor de llRS-bepaling besternd,,
2 
"2 n1 9.4, Relroduceerbaarheid.,
De stand.aard.afwijkingr berekencl. uit de d.ubbelproeven 1n het
gebied 5 tot 35 /.eq, bed.roeg Ir5 ,t{eq,, op te merken valt clat d.eze
standaardafwijking d.uidelijk b.oger ligt d.an bij and,ere vissoolten waar
in dezeLfcle ornstand.ígheden o45 tot, or97 /*,eq bekomen werd. (vyncke
L966). Dit ie ongetwijfeld te wíjten aan de meer gelatj-neuse konsis-
tentie van d.oornhaai, waard.oor het vissap meer troebel- (koli-oïdaal)
i.s en d.e reprod.uceerbaarheid. van het d.iffueieproces meer wordt be-
invloed,
2.2,2Ao Totaal stikstofgehalte (f;efaafrf),
Volgende metod.e bleek optimale resultaten te geven r O15 g
gemalen vis lÍord.en in een Kjelda^b.1-ko1f van 10O nI afgewogen. I,Íen
voêgt I g seleniunmengsel volgons llieningen (Merck) en 13 ml gekon-
centreerd. zwavelzuur toe, De cLestruktie word.t gedurend.e twee ur:r
uitgevoerd. terwijl d.e warmte trnogressief word.t olgevoerd..
Men lengt aan tot roo nl (maatkolf) en ctestir-leert
20 nl met 20 n1 NaOH j0 í" (2OO mI NaOE 50 í" + !O ml Na2SZ03





d'estillaat in 10 rnL booezuur 3 /" op en titreert met Eas04 orL N t.ocv.
een gemengd.e ind.ikator voor stÍkstoftitraties (Misohindikator J,
Merck).





J g gemalen vis word.en in een a}:minium
vernerrgd. en gedurend.e 4 uur bij 1O5o C ged.roogd..
volgens gedr.uend.e 1u3O in een dessicator afkoeLen
sohaaltjo met zand
Men laat zê rrêr-




De kathepsinen-aktivlteit werd bepaald. volgens d.e netod.e yan
Anson (rg:a) gewijzigd door siebert ( t957). Hierbij worclt een e*trakt
van \ris ín I $ KCI ged.r:rend.e 1J min met een d.oor ureum gedenatureerd.e
henogloblne-oplossing bij 3?o C geïnkubeeld. Deze inkubatie wercl bij
pH 415 i.pov. 4) zoals d.oor Siebert voorgesteld", ui.tgevoerd. tlaar rrit
de orlënterende proeven gebleken 1s d.at d.eze pH voor d.oornhaal opti-
roaal is (zie 4"2.2.16,).
De enz;rnenaktiviteit word.t
zutrr stopgezet, en d.e oplossing wordt
we1 met fenolreagens behand.eld. en bíj
Deze laatste werkwijze werd
et aL. (Jg>l) ge!Íijzigd door McDonald
d.oor toevoêg€n van trichloorazj.jn-
ofwel bij 280 nm uitgeneten of-
160 nn gekolorimetreerd.
lekozen. De metod.e va,n J.,owry
en Chen (Weil werd gevo16d.
18 
- 
Meting van de elektrische weerstand met
de,,lntelectron Fish-tester".
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Deze netod'e bliJlct gevoeliger dan de w-techniek te zijn en laat d,e
neting van zeer 3-age enzymenaktivitej.ten toe. De kler:rontwikkeling
geschÍetlt bii pH t 10 in een natrir:ncarbonaat-oplossing die natrium-kaliumtartraat en kopersulfaat bevat. De resultaten werd.en ín /.+ gtlnosine/h/g vis uÍtgedrukt.
De clubbelproeven
een sta.nd,aardafirijking van
van Q rB %"
gaven Ín het gebied. 150 tot 500 ,/te tJrr
15 /Ug t;rr, hetzij een varj.atiekoËfficÍ6nt
2.2.23 .
De kaseïnolytieche metode van Kr:nit z (rg47) werd. toegopast.
Een K0l-ertrakt van vj.s worclt ged.urend.e 30 min bíj pE Jr6 1n eenkaselnê-oplossing geÏnkubeerrl. lfa stopzetten van d,e proteolyse d.oon
trichloorazljnzr.u.rr wordt crezelfd.e werrrmijze ars voor d.e kathepsinen
gevolgd.
De crubberploeven gaven een standaard.a,ftiíjkir:g van g16 1tetyr in het gebied van 10 tot 3go /u8 t,m, hetzij een variatiekoëffÍ-
ctënt van 4r4 y'o.
2.2.24. Elektrische weerstand.
De erektrische weerstand van het vlsweefser werd. ge'reten
net behulp van cle rfïntelectron Fisb_Tester V,, (Oetntoff Electronios,
Eamburg, I[. Duitsland) (tierrro 1g), d.oor Hennings (1963) op pr.mt ge_
steld.. De werking van het apparaat berust op de venand.erirrgen ind'ielektrisohe eigenschappen d.ie zich na de d.ood. van de vis in de
weefsels voordoen.
De koncrrrlrtantie van d.e vis vermeerd.ert sterker .an d.e sus_
ceptantie en het apparaat meet het verband tussen bei.de groothed.en
d,oor d'e adnrittantie bÍj twee frekwenties (t en t6 r<c/sec ) te werge.-
impectanties za en z,r5r respektieveliik bii 1 en 16 kc/sec geneten
Q= 100
Wanneer het betlerf vordert en d.e kontluktantie verhoogt,
streeft Z/216 naar 1 en clus Q naar O.
Eenvoud.igheid.shalve wordt d.it verschijnse3- in d.it proef-
schrift vsrilqr It elektrLsche weersta^ndn genoemd..
2.2.25. 
.@,9!À!9g4.
De pS van het visweefsel werd. rechtstreeks in d.ubbelgenal,en
vis geneten net bebuJ-p van een gekombineerde glas-kalornel-elelctrode
net bolvormig uiteind.e en een pE-meter Metrohn 83508.
2 .2.26. Bed.oxnetingen,
De red.oxpotentiaal wercL op vissap gemeten met behulp vaJr
een gekombineerde platina-kalomelelektlod.e Metrohn 8M.17. De metirrgen
werden ondgr stikstof en op êen magnetiscbe roerder ui.tgevoerd.. De
waard.en werden na 5 rnin afgelezen,
2.J. Organoleptisohe kerrring,
á=E=Ë=gEtE=-=E-=EEgEg=i=
De d.iverse laboratoriumanalysen werden d.oor een organolep-
tische ker.lring aangermld.. Voor d.e belangrijkste v:issoorten bestaa^n
in het buitenlancl enkele keuringsschemat s. Een overzioht hierva^n worclt
ctoon lfiittfogel (WeZ) gêgeven. Voor d.oornbaai echter bestaat gê€n
enkel gedetaillêerd schemar zod.at het nood.zakelijk lías er zelf een op
te stellen' In de eerste maand.en van het ond.erzoek wercl het sohena
68.




verschillend.e malen gewijzigd.r vooral wat betreft d.e relatieve waa.rd.e
van de diverse lovoteringen. Eet d.efinitief aangenomen schema is in
tabel 4 weergegêveÍlr
De keurin€; weril telkens d.oor 3 tot 5 personen bestaande uit
laboratoriunpersoneeL en vaklui ui.tgevoerd. op een totaal va,n JO pr:nton.
Ï{egens praktische noeilijkheden was het eabter niet mogeJ.ijk altijd
d.ezelfd.e vaklui in d.e groep op te rrêo€Ílr
Tabel { - Organoleptiscb keuringsschena.
Kwoterl-ngen
-
Qlpervlakte en konsistentieo I
- 
HeLdere kLeuren i een weinig dooreohijnend. slijrn g I O
zeer vaste konsistentie 
I
- 
Mind,er helclere kler:ren ; slijn nelkig, cloorschijnend ll
elasticiteit vermind.erd I q
- 
Dof uitzioht i neer slijm, geelachtig van kler:r t I
zachte konsistentie I Z
- 
Vuil uitzicht I veeJ. geelbruin sJ-ijn i zeer zadnte I
konsistentie I o
9gen.
; Oogappel bolvormig g hoornvlies klaar, glanzend. ;
Bupil diepzwart
- 
Oogappel vlak ; hoornvlies opalesoerend g pupil
opaak
- 
Oogappel ingezonken ; hoorrrvlies verbleelrt, troebel,
pupll melkig glaurÍ
- 
OogappeJ. ingelcompen i hoornvlies miskler:rig ; pupil
ondoorzichtig, net geelbruin elijn overtrokken
2
TabeL { - (vervoLg).
Kieuwen (na oponsn:i jd,en van de kieuwplaten).
Klew bloetlrood. ; klaar slijta
Kler.rr rozerood. ; ondoorsohijnend. sLijm
Kleur bruinrood., uitgewaÊsen i troebol geel-aohtig
elijn
KLer.rrnril--bruin ; tiik geelbruin s3-ijn
E:li&f!s.
- 
Nieren en bloecl clieproocl ; buikvl-ies glad.' glanzend.l
vast aan builcwantl. i geen rode kler:r langs nid.d.engraat
* Nieren en bloed. verbLeelct ; builcvlies ruÏÍerr minder
vast t rozê kler.m langs nid.tlenêraat
- 
Nieren en bloed bruinrood. g buikvlíes ruffr dofr van
cle builcÍ,Íand. a^f te trekken 3 rocle kleur langs niclden-
graat
- 
nieren en bloed. rnriL-bruin ; buikvlies zeer rul{e ge-
scheurcl; los van de buikwand. ; bruine kleur langs
nicld.engraat








Annoniakgeur met geuren van lagere vetzuren vernengcl
- 
Sterke anmoniakgeurr gemêngd. met uitgesproken b







fets niniler aangenarne geur, op melk of bier gelijkend
- 
Oeur van la€ere vetzuren, gênen€;d. net liohte anmo-
niakgerr
 



















ÏITffICIM VAN 3IOIOGÏSCEE FAI(IOREN.
-<Ê€-=C-€€€€++ 
€-€-
Als biologisohe faktoren werd.en tijd.ens d.eze proeven ond.€tr-
zocbl., t geslachto geslachtsrijpheicl (oud.erdom), sej-zoon en voed.ing.
3'1. $g9g:=gg:r3gg*.
3.1.1. Sepalen- van het geslacht t bij S. aeanthias levert dit
aan d.e binneuzijde van degeen mooílijkJreden op d.aar het mannetje
buikvinnen twee paringsorganen heeft.
3.1 .2. Sepalen van d.e oud.erdom : geschietlt d.oor het tellen van d.e
jaamingen d.ie op de rugd.oornen aanï{ezig zijn (itotOen en Mead.ows
1962). 3ij voorkeur wordt bj.ervoor de acbterste doorn gebruilct. De
telling geschied.t zonder voorbehandeling van d.e d.oornen en voor
kleine:re exemplaren onder een vergrootglas. 0p te merken valt eohter
dat wegens het vaak voorkomen van ond.uid.elijke ringen of beschadig-
ingen in sleohts 45 í" van d.e gevallen d.e oud.erd.orn met zekerheid. kon
word.en bepaald.,
3,1.3. Sepa1en van d.e geslachtsririphei9. ; uit d.e literaturrrg:egevens
(zie tabel 5) bHjkt d.at praktisch geen geslachtsrijpe mannetjes
bened.en d.e 60 cm voorkonên. Voor de wijfjes is d.eze grens JO om.
Men kan aldus aan d.e band. van d.e lengte een indeling in geslaohts-
rljpe en niet geslachtsrijpe d.ieren d.oorvoeren. Daar echter in
sommige gevallen een onvold.oend, aantal individ.uen met kLeine a^f-
netingen kon worcien bekomen, werd.en dan grotere klassen genomen en
cl.e geslachtsrijpheid van iedere vis bepaald..
Tabel J - Minimale en maximaLe grootte (in on)geslaah.tsrijpheÍcL, in verschilLencie
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-8, Ternpleman ltl++) tooncle aan dat de lengte van de paringsorganen
een goed leiterium voor de gesrachtsrijpheid is. De grens kan
op 3 cm gesteld worden. rn geval van twijfeL ctient de aarmezig-
heid. van sperma in d.e zaad.bLaas aLs bevestiging.
- t t cle geslachtsrijpheid. is hien meestal gemakkelijk te bepalen cloch
vereist het opensnijd,en van de abd.omen. De neeste geslacbts-
ríjpe wijfjes bevatten embryots of ontwikkelcle eieren. Teze
Laatste zijn groot en hebb€n een gele krer:r zod,at zij goecl. ku,n-
nsn onderscheid.en word.en. ïn geval van twijfel is cte breedte
van de uterug d.etermj.nerend. : bij geslacbtsrijpe wijfjes bedreia6t
cleze minetens 3 cm (lenpleman 1944).
3.1 .4. !i,lgxirg..
on cle seizoen:invloed. te kunnen nagaan werd.en ovqr esn
period.e van drie;aar (a965-68) per seizoen ro vigsen van iedgre
kategorie onclerzocht. Deze lÍaren afkonstig van 2 à { vangsten in cle
bed'oelcle peeiod.e verricht. AlLe d.oornhaaien werden zoals ín 2.1.
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vermolci behandeld. fn totaal vÍêrd.en ald.us van iedere kategoxle 120
ind.ividuen geanalyseêld. .
De gegevens betreffend.e lengte en ouderd.om van d.eze vissen
werclen in tabel 6 verrnelil. Zoals verneld. in 3.1 .2. kon d.e oud.ecLom
maar op 45 í" van d.e ind.ividuen word.en bepaald. Men kan evenwe]. aan-




ï,engte en oud,errd.om van de aan het ond.erzoek onclerworDen
doornhaaien (e).
Kategorie Lengte Ouderdom(b)
A0 niet geslaohtsrijp 55 -71 cm
(58 cm)



















(a) rnediaan der waarnemingen tussen haakjes.
(t) tepaal-d. op + 45 /o van de vissen.
0p led.ere vis werd.en voJ.gencle extraheerbare N-bestantld.elen
bepaald. 3 ureum, ammonial TliIA0, creatine, creatininerfi 
-ani.nostikstof
en peptid.en. Eet laatste jaar werden ook rmije choline, betaïne on
rrrij e aminozuren bepaald.,
Daa.r het gehalte aan d.roge stof en het totale stiketofge-
balte (fietAaUf) in verband. staan met het gehalte aan extraheebaae
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N-bestand.delen en d.aarenboven goed.e ind.ikatoren van d.e biologisohe
toestand zíjn, werden zij eveneens in het ond.erzoek betrokken. Ook
d"e proteolytische aktiviteit (zwe en neutrale end.opeptid,asen) werd
b epaald..
Tenslotte werd. een uitgebreid.e studie over d.e maagJ-nhoud.
(voeding) van de d"oornhaai tijd.ens d.ezelfde period.e verrÍcht. Hiervoor
werd.en echter naast de boven vermelde {80 vissen, ook 1,321 bijkomend.e
vissen in d.e vismijn te Oostend.e ond.erzocht" Op te merken vaLt d.at
deze vissen 2 tot 8 d.agen oud. waren i voor maagonderzoek echter vorrnt
d.it geen bezwaar. ïn totaal werd.en aldus 1 .801 ind.ivid.uen, hetzíj 20
tot 5o per seízoen en per groep naar geslachtsrijpheid. ingedeerd., go-
ÍloIItêÍI .
3 . 1 .5. Statistische_anaf;rse.
De resultaten van d.e verschillend.e analytische bepalingen
werden aan een variantie-analyse ond.erworpen ten eind.e na te gaan of
er tussen d.e geurid.deld.en van d.e 16 groepen (4 aoornhaaigroepên pêr
seizoen) signifikante verschillen voorklÍanen.
vóór iedere test werd. eerst met de Hartrey-toets (zíe 2.2,)
berekend. of d.e verschillen tussen d.e varianties van d.o 16 groepen als
toevallig of niet kond.en word.en beschouwd..
Daarna werd. d.e F-'waard.e volgens de gewone werklrijze bepaald.
(Snedecor 1962). De g?enswaarde bedraagt hierbÍj I'TO ( O( = 0ro5) of
2110 ( = orol) wanneer 16 groepen van lo waarnemingen aanwezig zijn
(464vrLjheidsgraden) en 1e?5 (d1= oro5; or ( 4= Orol) wanneer 16
groepen van 10 waarnemingen (t44 Eijheid.sgrad,en) in aanmerking te
nemen zijn (choline, betaïner vrije aminozuren en kathepsineaktiviteit).
Wanneer d.e berekend.e F-waarde de g?êns?Íaatd.e overschreed werd. met be-
hulp van d.e Tukey-test nagegaan welke g?oepen wezenlijk verschild.en.
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Het minimurn verschll werd berekend. volgens :
A =t . met n = aantal waarneningenper g30êp (ro or :o)
De t;waard.e bed.raagt 1r97 (d,-0105) of 2160(d=oro1),
3.2" Resultaten en d.islnrssie.
3.2.1. Maaginhoucl (voed.ing).
Daar tussen d.e drie proefjaren weinig verschillen bleken
voor te komen, werd.en d.e d.rie reeksen waarnemingen d.ulcl.elijkJ:eitlshaLve
geg3oepeerd.'
Uit d.e gegevens van tabel 7 kan men besluiten d.at d.e voedir:g
van d.e d.oornhaai van het zuid.elijk deel van de Noord.zee niet aan ssir.
zoeninvloeden onderhevig bliikt te zijn. EvenrnÍn is tussen wijfjes en
mannetjes of tussen geslachtsrljpe en niet geslachtsrijpe dieren een
d.uid.elijk ond.ersctreid vast te ste11en. Bij d.e niet geslachtsrijpe
(kl,ei-pe) indÍviduen komt enkel een ietwat groter percent schaaldieren
vooro Dit kan wellicht verklaard. word"en d.oor het feit ttat klei-neme
doornhaaien bij voorkeur ond.iep water opzoeken en d.us vaker bij d,e
bod.em vertoeven (Uiett:.n€. 1930).
vis vormt het voornaamste voedsel en in d.it verband. kan
erop gelíezen word.en d.at d.e eerste ond.erzoekers, nl. Ford (rgzt) rn
Groot*Brittannië, Ternpleman (t9++) en Fraser Gg+Q in Canada voorop
steld'en dat haring (clupea harengus en palasÍi) rret voornaanste voed.sel
van d'e cioornhaai uitrnaakt. Dit werd echter door ChatwÍn en Fomester
(rgr:), Bonham (rysq) en Holden (tgsa) weerlegd.. zíj konden aantonon
d'at d'e d.oornhaal een ttopportunisttt is, die zicb voed.t met hetgeen hij





Opmerkenswaardig is echter het hoog percentage Ammodytid.ae.
De iclentificeerbare soorten waren d.e smelt (Àmmodytes lanceolatus
Lesaura6e) en d.e zand.spiering (Ammod.ytes lancea ïarre3-) .
3ij d.e Clupeïd.ae waren vooral haring (Clupea harer:gus L) ên
i.n mj-nd.ere mate ook sprot (ctupea sprattus ï,) aanwezíg. Bij d.e Eeu-
ronectid.ae werclen de sohol (Pler.rronectes platessa L), de bot (rteu-
ronectes flesus L) en cle schar (Pleuronectes li-mand.a I) geirtentifi-
ceerd..
De gadid.ae ornvatten vooral twee soorten, n1. kabeLjaurv
(Cad.us urorhua L) en wijting (Caaus merlangus ï,).
De id.entificeerbare crustacea bestond.en overwegend. uÍt de
zwemlsab (Portunus holsatus) en in mind.ere mate uit d.e heremietlareef,t
( nfrpagr.rrus b ernb.ard.us) .
Tenslotte dient het groot percentag:e lege ma€en bÍjzond.er
genoteerd te word.en (genid.d.e1d" 49 /r). Dit verschijnsel is ongewoon
d.aar bet in zeernlssen meestal te wijten is aan een voed.seltekort ge-
bonden aan het seizoen, zoal-s bv. in d"e vissoorten van het Hoge
Noorden, of aan d.e geslachtscyclus zoals in d.e haring. 3eid.e oorzaken
zijn echter uitgesloten voor d.oornhaai. De meeste auteurs ciie d"e
voecling van S' acanthias ond.erzochten, steld.en niettenin steeds een
hoog percentage lege magen vast, en d.it in alre wereld.d.eLen r sato(rgff), Templema". (t944), Bonham (tg>+) en i{old.en Ogeq noteerd.en
cijfers van 47 à 73 l" hetgeen in de lijn van het hier verrichte ond.er-
zoek ligt. Hold.en kon hierbij aantonen d.at d.e oorzaak niet d.iend.o
gezocht te worden in een snellere vertering van d.e prooien, zoaf's
door Aasen (Wet) voorotrgesteld.l noch in het uitbraken van hot voed.sel


















































































































I gestacutsrijp 6 *.a geslacbtsrijp




















































































































18 (s = 12)
9("=?)
5t (u = 3z)
:5 (s = 25)
2o5 (s = 61)
lg (s - L5)
z9 G = 13)
22 (s = 10)
S+ (s = 40)
56 (s = 29)
25o (s * 6t)
lenlefzomer herfst/winter




Uit d.e berekenale F-waarde volgt clat enkel fr -aurino-stikstof o
t-peptitlenr d -aIanine, glutarninezuur, glycine, leuoine en kathepsine-
aktiviteit signifikanta verschillen vertonen. Zoa]',s vercler zal be-
eproken worclen bleken d.eze verschillen voor alle geciteerde verbind.ingen,
net uitzondering van de peptiden, tussen d.e geslachtsrijpe en niet ge-
slachtsrijpe cloornhaaien voor te koroen. Voor d.e peptid.en bleken d.e
versohillen aan seÍzoeninvloed. te wijten te zijn. De globale resul-
taten werd.en in tabel I opgenomen.
Tabel 8 
- 
Resultaten van d.e bepalingen met signifikante verschllLen
net betreklcing tot geslachtsrijpheitl of seizoen.
(o) À = oro5.
De overige bepalingen werden noch cloor het geslacht, nooh
d.oor de geslachtsrijpheicl, noch cloor het seizoen beïnvIoed.. Hwr re-




de bepalingen zonder signÍfikante verschil-len metgeslacht, geslacbtsrijpheid. of seizoen.





















































































































































































De volled.i.ge resultaten van d.e versohillend.e bepalingen
werd.en in aanbangsel (tabellen A1 tot A2!) opgenomen.
3.2,2.1. Urgug€p_agmgla! (tabelIen A1 en A2).
Eet gevond.en algemeen gemid.deld.e van 1.893 ne í" tiet
d.an cle resultaten van Simid.u en OisÍ (l-gSt ) aie gemíddeld. 1 .?OO
opgaven voot S. acanthias in Japanse wateren. Dezelfde auter.lrs








3.2.2.2. TMAO (tabel al).
IIet bekomen gemid.delde van 201 mg N /o, met
175 en 225 ngt kornt rrcij goed. overeen met de
auteurs (Seatty 1939 ; Norris en Senoit 1!{.)
van 190 tot 270 mg TIUAO-N í" in S. acanthias
als uiterste
resultaten van
; Dyer A952) d.ie
vonclen'
Eet feit clat het TMAo-gehalte niet aan seizoeninvloed.en
onderhevig is kan hler echter nader toegelicht word.en. ïnderd.aad.,
versohil-lencle onclerzoekers (Ronold en Jakobsen 1!{J g Shewan 1pJ1 i
El.lghes L959) vond.en in diverse beenvissen (Clupeïdae, Gad.id,ae) een
duid.elijk hoger TlilAOlgehaLte in de wintermaanden, maar kond.en bier
geen uitleg voor geveno Hughes suggereerde echter d.at d.eze verand.er-
ingen wellicbt in vsrband" net d.e geslaohtscyclus staan. Deze auteurs
steld.en ook vast d,at het gehalte van d.e base net d.e ouderdon van de
vis stijgt, Dit werd. hier evenmin voor d.oornhaai vastgesteld..
Deze waarnemingen wijzen er nogmaals op d.at er een fi:ndannen-
teel verscb.il tussen beenvissen en kraakbeenvissen bestaat wat betreft
de funktie van het TMAO.
zoals vermeld. (zíe 1.2.2.2.) zijn d.e meeste auteurs het
eens d.at d'e rol van het TMAO bii kraakbeenrrissen in d.e osuroregulatie
d.ient te worden gezocht. Ëet gehalte aan TMAO zou d,us pralctisch
allêen cloor d.e osnotische dnrk
beïnvloed..
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van het levensm1lieu, d.e zee, word.en
Deze druk word.t boofd.zakelijk cLoor het zoutgehalte en de
temperaturrr bepaalil. ïn het zuídelijk gebietL van ale Noord,zee varieert
het zoutgehalte weinig (!oro5'V"1 terwijl het grootste temporaturr-
versohil ongeveer 12o C bedraagt (ïCES Ocea^nographic Data ï,ists Lg66),
De doornhaai zoekt echter bij voorkeur wateren rran 7 +ot ]:zo c op
(Jensen 1966). Deze twee faktoren zijn dan ook zeer lÍaarschijnlijk
niet bij nachte on het osmotisch svenwÍcht sterk te beïnvloedenl zod.at
het niet signifikant verschil tussen d.e d.iverse Tlt{AO-waarclen hierdoor
kan word.en verklaard..
Ïnd.ien men verder aanneemt dat d.e base ook uit het voed.seL
kan worden ol>genomen (Benoit en Norrís L9t5 ; ogilvie en ïfarren 195? t
Easbimoto en okaichi L958, 1958b ; okalohl et aI. 1959), dan heeft
het sterker TMAO-gebalte van d.e voed.lngsvÍssen in d.e winternaa^nden in
ied.er gevaL gêen invloed. op het gehalte in cle d.oornhaai zew.
3.2.2,3. lFeatine_en grga$nlneJtabellen a,{ en A!).
Het genid.d.eld. creatinergehalte van 509 ng í" tigt hoge cl.a,n
de cloor Sbewan (tgSl) opgegeven waarclon, nI. 350 tot 5AA W í..
voor creatinine kan olgemerkt word.en d.at d.e variatíes in
het vi.srÍeefsel- groter zijn d.an deze van creatine.
3 .2.2.Q. { ;agrgogtlketgfJ-tabsl .^e6) .
Z,oale vermeld cLuidt cle berekencLe F.qraarde va,n ? r43 (tatel B)
op zeê3 slgnifikante vsrsoh;llLen tussen de |6 groepen. Toepassing van
cle Bukey-test toont aan d.at het kleinste signifikant versohi] S Írg
( d-* 0105) of Lt mg ( 4= 0e01) ledraagt. uit tabel A6 is het d.uicte-
lijk dat een ïez€nlljk versohil alleen tussen d.e niet geslachtsrijpe
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en tle geslacbtsriJpe vissen bestaat. Tussen wijfjos en na^nnetjee
blijkt geen verschil voor te komen. EVonmin werd.en seizoeninvLoed.en
genoteeril. 0p te merken valt echter clat cte groep geslachtsnijpe Dê,ore-
$es van d.e winterperiocle (gemiddela 5? roe) met 95 $ waarschijnl.ijk
we3. eignifikant van d.e overige g;roepen geslachtsrijpe doornhaai€n vêT-
schilt. op bst 99 y'o níveau blijkt dit niet meer het geval te zijnr
Er bestaat d,an ook een betrekkelijk grote kans tlat het genictcleld.e van
57 mg toevall-ig abnornaal laag is.
De genÍtlcLelcte waarden, nI. 65 ng N /o voor geslacbtsrijpe en
79 W N y'o voor niet geslacb.tsrljpe doenbaaien (tabel 8) wijken sterk
af van het door Schaefer (f962 t) olgegeven gebalte aan d -.a,rnino-stik-
stof , n1. L43 ry N /". Men client echter te noteren d.at cieze auteur
sLeohts enkele inclivid.uen onderzooht en d.aarenboven d.e metocle van
Van Slijke toepaste voor d.e 6( -anino-bepaling. Andere gegevsns over
het 61, -a"mino-stikstofgehalte bij d.oornhaai word.en in d,e literaturs
niet aangetroffen.
Verschillend.e faktoren kwrnen het gehalte aan rmijo anino-
zuren in vis beïnvloed.en. Zo variëren versohillend.e aminozuren ond.gr
invloed. va^n d,e voeding (rarrts r95B 9 ï,ukton rg|,S). uit taber ? blijkt
tl.at dit voor d.e hier onderzocht d.oornhaai-rgroepen weinig waarschijnlijk
is.
Ook ile osnotische d.ruk (zoutgehalte, temperatuur) van het
zeewater kan een rol spelen, Florkin (WSe) en Ranke (tgSil stelden
immers vast cl.at d.e rrriie aminozurên êen rol spelen in d.e osmoregulatie.
ÏÍegens cle in 3.2.2.2. aang,ehaal_cLe faktoren en d.aar cle niet geslaohts-
riJpe en cle geslachtsrijpe dieren bovend.ien uit h.etzel-fde gebied. a^f-
konstig zijnr is het ook praktisch uitgesloten clat d.e gevond.en versohíl-
len aan een gewijzigde osmore€ulatie te wijten zíjn.
84.
De oorzaak voor het hoger gehalte aan rmije aminozuren bij
jonge d.ieren is ongetwijfeld te zoeken in het feit d.at de meeste van
d"eze zteen aan het eiwitnetabolisne deeln€rnêrlr Florkin (tgS6) wtjst
er ln clit verband. op dat d.e biocbomische reakties die zicb in de niet-
eiwitstikstoffraktie in d.e levencLe cel voord.oen zeer intengief zíjn^
Sestenclig word.en eiwitten uÍt aminozuren gevormd terwijl and.enzljcle
andlere aninozuren uit eiwitten word.en vrijgenaalct. ïn een jong orgar.
nisne is het netabolisme d.oor ile intenserê g?oei sterker zod.at hierblj
een hoger gehaLte aan d -arninostikstof voorkomt. De gevoeU-g€ v€r.-
andering in groeiritne vóSr en na d.e gesS-achtsrijpbeid blijlct hier
trouÍÍens goed. med.e in overeenstenning te zijn c vóèr cle naturíteit
betlraa,gt het groeiritne t tot 10 on per jaar, na d.eze faze 0rl tot
3 r5 cn per jaar (Ternplemaí 1944 ; Sonban et al . L949 ; Holtlen en
Mead.ows 1962).
Het voorkomen van een hoger 6{ 
-arninogehalte bij jonge
ind.ivid.uen wsrd. d.oor Severin en Vultfson (fgly) Aii steur (.A,oipenser
sturio) 
€n eveneêns bij hogere d.ieren (eend., konijn) vastgesteld..
3,2.2.1. !egt!tlen-(tatet 4) .
Voor d.e peptid.en word.t een X'-+raarde van Jrp6 bekonen, het-
geen op zeer slgnifikante versohillen tussen de 16 groepên d.uidt.
Toepassing van de Tukey-test geeft als kleinste signifikant verschiL
? ng (O( - Or05) of 9 ms ( o( = Orol) op. Uit tabel A? blijkt dat t!.1t
tussen d.e groepen herf st-winter enerzijd,s I lente-zomer and.erzijtls bet
geval is.
lfoch tle geslachtsrijpheitL, noch bet geslacht blijken êon
invloed te hebben.
Men kan aannêmen dat d.oor dle hogere ratertenperaturn ln d.e
lente-zomer-period.e het stikstofmetabolisme versneld wordt, zocLat rneer
ó).
peptiden vooTkomen.
Het feit d.at in niet geslachtsrijpe d.oornhaaien een h.oger
gehalte { -arninostikstof (zÍe 3.2.2,4.) tij eenzelfde hosveelb.eid.
peptíclen voolkont en claarenboven enkeL deze l-aatste d.oor het sej-zoen
word.en beïnvLoecl, wijst er echter op d.at d.e biochemisohe realrties d.ie
tot d.e vorning van vrÍje aminozuren en peptiden leiden niet op d.ezelfd.e
wijze beinvloed word.€n.
Mogelijkê oorzaken hiervoor zijn il.at d.e enz;rmenaktivtteiten
btj beidê gSoepen verbindingen niet op d.ezelfd.e manier evolueren, tlat
de realctiesnelheidskonstanten der versabill-ende reakties een and.ens
tenperatuursinvloed. ondergaan en d.at tenslotte d.e uitwieseltng van d.e
beide g"oepen verbind.ingen tussen het inter- êr intraoellulai:l voch.t
niet gelijk is en alclus de enzymatÍscbe reakties beïnvloed,t.
De bewaargroev€n brengen d.it verschillend. ged.rag trorrrens
sterker tot uiting (zíe 4.2,2.5.).
uit tabel 7 volgt tenslotte dat een seizoeninvloed uit
oorzaak van êên gewljzigtte voed.ing d.Íent te worden uitgesloten.
Over het gehalte aan rnrije peptÍclen en over de eventuele
seizoenj'nvloetlen bLj S. acanthj-as word.en in d.e literatuur geen geétevêns
gevond.en. Voor d.e and.ere vissoorten zijn enkel cle waarnemingen van
Ranke (rggo) bekend., die btj teng (Mor-va rmlgaris Ï,) eveneons in cle
zornerperiode een hoger peptid.engehalte vond.. Deze ond.erzoekster vond.
echter terzelfttertijd een lager á -aninogehal-te en besloot bloruit
d'at in d.e zomer vooral d.e afbraaklnrooessen zowel van eiwitten als
van aminozuren versneLd. worden. Teze waarnemingen komen d.us slechts
geèeeIte]-ijk overeen net cLe in d.it proefschrift bekonen resultaten
over d.oornhaai.
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3.2.2.6. !r!j-g. tabellen l,B tot A2O).
Uit de verschillende variantie-analysen, b1íjkt d.at alleen
bij d 
-alanine, glutaminezuur, glyoine en Leucine signifikante vqr-
schillen tussen d.e d.iverse visgroepen optred.en. Uit cle nininaLe
waard.en in tabeL S vermeld en uit tabellen AB, 412, L13 en A14 volgt
dat op één uitzond.ering na ( d-a1anine, O niet geslaohtsrijpr wínter/
lente) geen signifikante seizoeninvloeden werden genoteerd.. EVenmj.n
heeft het geslaoht een j-nvLoecl op het gehalte aan rrije aminozr:ren,
fhssen d,e geslaohtsrijpe en niet geslachtsrijpe 
€ro€pen
worden echter wel signifikante verschillen vastgesteld., alhoewel niet
aIle groepen hiervoor individ,ueeL in aanrnerking komen, Globaa1 gezi.en
ecbter kan besloten word.en d.at d.e kleine d.ieren signifikant neer
9( -aknine, glutaminezurr, glycine en leucine bevabn. Deze vaststel-
ling is i-n overeenstemning met het hoger gehalte aan d -aninostikstof
dat eveneens werd. ÏÍaargenomen (zie 3.2.2.4.). Op te merken valt cLaar-
bij dat ook biJ andere aminozrcen (arginine, asparaginezuure threonine)
voor de kleine cloornhaaien in absolute waard.en hogere genidcteld.en
genoteerd word.en, naar dat d.eze statistisch niet signifikant zijn, en
d.it ongetwijfeld. d.oor d.e hoge standaard.a^fwijkingen.
Zoals reed.s vermeLcl konen over vrije aminozr:ren blj S. acan-
tbias in d.e literatur.u enkel kr'santitatieve gegevens rran VuLtfson (fget)
voor (zie tabel 1). ïÍaxrneer men met de grote spreidingsbreed.ten
rekening houilt, kan men besl-uiten dat d.e gevond.en gehalten aan
d -aIanine, asBara,ginezrnr, fer5rlalanine, glutaminezutn, glyoine,
Leucine, sarcosine, serine, threonine en valine .tirij goeti rnet d.eze van
VuLr f eon overeenkonênr
Eet gehal-te aan 6 *uturine echter ligt bed,uiclencl 1agerr
nI. genid.d.erd. 16 tro.v. ]:a5 w í'. 0p te nerken vart echter d.at d.e
Russisohe auteur sleohte een gering aantal vissen beeft ond.erzocht,
zod"at deze boge waarile toevallig kan zijn.
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Ook bet argininegehalte valt veel 1a6er uit dan d.oor
Vultfson opgegevên : genicldeld ?16 trorvo 50 W í0.
Volgens Scbaefer GgeZ A) die een semi-lcldantitatieve teob-
niek gebruilcte zou anderzijd.s in doornhaai (en in and.ere Squalid.ae)
nêer arginine clan in beenvissen voorkomen. Deze vooropsteLLing kan
bier niet zond'er nesr aanvaard. worcLen d.aar d.e d.oor ons gevonclen waard.er5
nl. 1r0 tot 21 ,9 ng /") t op ongeveer hetzelfcle rriveau liggen a]s voor
diverge beenvissen gepubLiceerde gegeveng, nI. Zre t,ot 32e6 rng í"
( sat<a€ucui en sirní du !964 ; Konosu et aI . 1964 g ,Arahaki en srgrana
tg66).
Feny}alaniner glutaminezur.rr, leucine, serine, threorring en
valine kond.en Ín enkeLe gevallen niet ged.etektoerd word.en. voor
ferqrlalanine wercl dit verschijnsel ook door Schaefer (1962 b) lraargeÈ
nomen d.ie er echte een algemene regel van maakten hetgeen d.ool onae
proeven tegengesproken word t.
Volgende rmije aminozr:ren worden echter bij pas gevangen
doornhaai in geen enker gevar líaaxgênomen r methionine, tylosine,
tryptofaanr ornitbine en histidine. Sehalve voor de raatste twee
aminozuren, werd d.it feit ook d.oor and.ere autetbs vastgesteld (zie
tabel 1).
Vultfson (fg6t) vontl 25 ng /o ornithine. Daar wij echter
benaren van doornhaai ctit amj.nozuur eveneenÊ hebben ge*
(zíe 4.2.2,''..) bestaat d.e mogelijkJreid. clat d.e versbeld.s-
auteur versohillend was.graacl blj de proeven van d.e Russieche
tijclens het
ttetekteerd
In tegenstelling rnet onze
(fgea t) een matige hoeveolheitt rrcij
opgenerkt te worden d.at onze proeven
resultaten eteltle Sobaefer
histidine vast. Ib dient eohten
u:itsluitencL op d.e witte spieren
gg"
(ttt. longissini d.orsi) rcerden uitgevoerd. Erckele aanvullend.e proef-
nemingen toonden echter aan dat in d.e rode spieren (M. laterales super-
ficiales) wel vrij histicline voorkomt zodat d.e gegevens van Scbaefer
feitelijk niet tegenstrijd,ig zíjn.
Ï,ysine word.t slechts in 23 /o van de gevallen líaargenomen {n
konoentraties die nooit 2 W í, overschrijd.en,
Ï,Íanneer rnen d.e gehalten aan rnrije arninozr:ren d.ie higr wei'd.en
gevonden vergelijkt met d.e koncentraties d.ie voor dj-verse beenrnissen
werd.en gepubliceerd (Shewan 1-9fi, l-955 I B. Ranke L955, 1959 | Eo Ranke
l95O g Severin en Vultfson 1959 ; Schaefet f959, l-96t, t962, 1962 b,
1963 ; Simidu et al. 7958 ; Sakaguohi en Simidu I964t 11965 g Konosu et
a1. 1964 I Arahaki en Sr.lyama 1!66 i Tto l-959 i Jones 1959 ; Hr:gbes
L95g), dan steLt rnen vast dat d 
-alanine, (J -akarnne, arginin€' ês-
paraginezuurr ferqrlalanine, glutaminezuur, seríne, tawine, threoni-ne,
tyrosine en valine gehalten van d.ezelfde grootte--ord.e irstr@nênr G\rcine,
earcosine, leucine, 3-ysine en histid.ine wijken echter gevoelig a,f .
Het glycinegehalte i-n S. acanthias (gemiddeJ.a 67 rg í") liet
op een hoger peil d.an dit van d.e meeste beenvissen waar in veJ-e ge-
vaLlen een konoentratie van 2O W í" níet wordt overschreden. Deze
grotere hoeveelheid. staat wellicht in verband. met het duid.eLijk hoger
gehalte aan bindweefseL nl. gemid.deld. 11 í, fooov. Z tot 5 /o voqr
beenvissen (Reay et al. r9$), daar glycine hierin bijzontler rijke3.ijk
voorkomt.
Saroosine wordt in beenvissen sn in hogere d.ieren slechts
in zeer geringe mate aangetroffen (rallan et al. L95$. De reratief
hoge gehalten in doornhaai mogen dan ook we1 typisch genoend. word.en en
staan ongetwijfeld. in verband net de hogere koncentraties aan gJycine
en betaïne, d.aar cleze verbind.ingen rnetabolisch met sarcosine nauÍÍ verF
want zijn.
Eet leucine-gehalte (gemid.d.e3-d
clan in beenvissen, rÍaa? het meestal oncler
89.
W í") ligt gevoeLig hoger
10 mg /" tigt.
45
d.e
Ï,ysine en htstid.ine tenslotte, d.ie in Bas gevangen cloornhao,i
weinig of niet aanwezig zijn, komen in beenvissen wel voor en tlit in
boeveeLhed.en ilie voor lysine tot 50 rng /o en voor histicline tot 1 .OOO
W ít (in Belagische vissoorten) icuruen gaan.
Anserine en carnoÊrj.ne werd.en tijd.ens onze proeven niet ge-
detokteerd.. Dit bevestigt a1d.us d.e resultaten van de neeste auter:rs
clÍe deze clipeptiiten bestudeerd. hebben (Schaefe'r J.!62 g Severin en
Vulffson 1959).
Evenmin werd 1-netb$rlhisticline, d.at in anserine voorkomt,
aangetroffen. Anserine ên ca.rnosine blijken aldus typiscb voor been-
vissen te zijn. Elasmobranchii, d.ie meer prÍmitieve d.ieren zijn, be--
nvatten enkel f) -alanine, de and.ere borrwsteen van beicle clipepticlenr
Volgens Severin en Vultfson (tgSg) zou in de loop van de ontwiklceJ,ing
van het organisme en cle uitbouw van de spierfr"mktiese bij hogere
wezens neer konplere verbind.ingen, zoals de twee d.ipeptiden uit
n{) -alaninê gesJmthetise$rd zijn.
ïn tegenstelLing met de Teleostii werd tijd.ens onze 1lroeven
geen seizoeninvLoed. in het geb.alte aan rnije aminozuren vaetgestelcl.
Dit feit werd reeds tijdens de bespreking van de d. -aninostikstof
nader toegelioht (zie 3.2.2.4.).
3.2.2.?. lygteïne_eg gÉin€Jtabellen .A21 en /.Í'2) .
In de literatur:r word.en beid.e aminozuren neestal samen
bepaaldl en als cystine uitgedrukt.
Voor de Squalid.ae worclt enkel voor Mustelus manauo een
konaentratie van 29t9 W /" ^ t6.geven (Sakaguchí en Sinittu L964)"
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Voor de Teleostii komen slechts ênkele waarn€mingen van Koirosu et aL.
(1964) en Arahaki en Sr4rana (t166) voor (or8 tot 3rZ ry /). In ver-
sohillenale beenviseoorten werclen trouwens noch cysteïne nooh cystLne
in rmije vorn aangetroffen (sakagucbi en sinrid.u 196il. uit deze ge-
gevens blijkt clat het geb.alte aan beide vrije aminozuren.ln Squalld.ae
cluictelijk hoger ligt.
3.2"2.8. holine gn-\gdgo5prgl$ (tate[en .423 en lZ4).
Eet relatief hoog gehal.te aan beid.e inÍnozr.uen d.ient hisr te
S. acanth.ias geenworden benadrukt. In d.e literatuur zijn hiervoor bij
waard.en bekend. Voor beenvissen worden voor rrroline duicteLiJk lagee
gehalten vernerd., nl. maxinum 17 fi w /" (uanaki en suyana L966)r vrij
b.ydroryltrolLne worclt in pas gêvangen beenvis weÍnig of niet aangetroffen
(Urrgues 1961).
Daar beide ininozuren
konen en hydroqrgroline zelfs
aangetroffen, staêt het boger
gefirijfelcl in verband met het
bijzoncler rljkelijk in kollageen voor-
in andgre eiwitten praktlsob niet worclt
gehalte van d.eze zlaen in cloornhaaL on-
hoger gehalte aa^n bindweefseL.
3.2,2.9. !r!j-c!o!íne-en t"!*iry,.(taletlen M5 en .426)"
3ij belde verbind.lngen val-Ien d.e boge stand.aardaf,!Íijklqgen op,
hetgeen erop wijst tlat zij aan grote variatiee ond.erhevig zijn, trb kan
bierbij echter worden opgenerlct d.at de variati-ekoëffioiënten tu^sson
cholLne en betaïne weinig vsrscbillen.
Voor rmij ob.oJ"ine zijn in tie literatur.lr gieen gegevens bekend..
Eet geniclclelct gebalte aan betaïne (la * f, ligt lager iLan d.oor shewa.n(fglt) vernelct nI. I)0 W %.
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3.2.2.1o. lrgg gtgf: gn-tgtgaf gtltgtgfgelaftg (tatelten .Ael
en A2B)
Zoals vermeld zÍjn het droge stof- en het totaal stikstofge-
baLte zeer goede indikatoren van d.o biologische gesteld.heid. van d.e vis
en staan trouwens in verband met elkaar ! een vernind.ering van het
totale stikstofgehalte gaat meestal met een verboging van het water-
gehalte van de weefsels gepaard..
Uit tabellen A27 en A2B volgt dat d.it verschijnseL bÍj S.
acanthias niet voorkomt en word.t bevestigd. d.oor de gegevens van d.e ex-
trabeerbare stikstofbestand.d.elen waar, met uitzond.ering van d.e peptid"en,
geen seizoeninvloeden word.en vastgesteld.. De d.oorr*raai blijkt in d.it
verband sterk af te wijken van de meeste and.ere vissoorten, waar wel
d.uitielijke seizoeninvloed.en te besper:ren vaIlen. Als voorbeelcl kan
hier kabeljauw word.en aangehaald, waar het d.roge stofgehalte 1n cle lente
tLuicteJ-ijk lager ligt d.an i-n d.e andsre seizoenen (tl í" t.o.v. 20 í")
(Love l-960).
Voor bet verschillend biologisoh gedragingspatroon bij de cLoorn-
haai lnrnnen ongetwijfeld. vooral twee redenen word.en opgegevenr Eerst
en vooral is uit d.e waarnemingen over de maa,ginhoud. (zie 3,2.1.) ge-
bleken dat er in d.e voed.ing geen seizoenversohillen te noteren zijn
en d.at d.e d.oornl.aai internitterend. het voed.sel opneent d.at hij het
neest overvloedig ter bescb.ikking vind.t. Ï,ange period.en van voedseL-
gebrek, d.ie soms bij andere vissoorten voorkomen, word.en niet vastge-
steId..
Een tweede reden is d.at d.e geslaohtscycJ-us bijzond.e J.ang is,
nl.48 maanilen (zie 1.1.) zodat d.e verand.eri-ngen in d"e sanenstelling
van de visweefsels, d.Í-e hierned.e gepaard. gaan en bij de meeste and.ero
rrissen sterk tot uiting komen, ongetwijfeld. zeer verminderd zijn ;
bet organísrne van de cloornhaai heeft meer tijd oro zich aan d.e nood.-
wend.igbed.en van d.e geslachtscyclus aaÍr te passenr
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3.2.2.11 . ?roteo$Éisch.e_aktiviteit (tatet AZg),
De aktiviteit van de neutrale endopeptid.asen bIÍjkt in pas
Sevangên d.oornhaai zeer gerlng te zijn. Zij werd d.an ook niet verd.s
statistisoh verwerkt. De aktiviteit van d.e kathepsinen d.aarenteg.en
ligt op een boog peil en vertoont d.aarenboven signifikante versohillen(tatet B). Toepaeslng van de Tukey-test geeft als nininaal. wezenJ.ijk
verschil tussen de diversê groepên 54 Pg, tyt/h/g aan. uit tabel A29
is het duid.elijk dat d.e aktiviteit bij de niet geslacbtsrijpe cloorn-
baaien signifikant hoger d.an bij d.e geslachtsrijpe dieren 1igt. Dit
verschil bedraagt gemid.deld 21 í""
Voor S. acanthias ríord.en in de literatur.rr geon gegevens over
cle proteolytische aktiviteit gevond.en. De katbepsinenaktiviteit eohter
ligt lager d.an cle waarden tlie Siebert (fgfA) reporteert voor d.ivg:rse
beenrissen, n1. 460 tot 1.o35 lLg tw/b/g.
3.3. Ps:1gr!93-
Uit het onclerzoek van d.e biologische faktoren is vooreerst ge-
bleken d.at d.e voed.ing van de d.oornhaai niet d.oor het seizoen beinvLoed.
wordt" Svenroin is tussen wijfjes en mannetjos of tussen geslaobtsrijpe
en niet geslachtsrijpe dieren een ond.erscheid vast te steLlen. Dit
feit is belangriik d.aar d.e signifikante versohj-l-Ien ilie bij d.iveree
verbinclingen werden lÍaargenornen, in ied.er geval niet door oen gonijzigd.e
voed.ing veroorzaakt zijn.
De kleine, niet geslachtsrijpe doornhaaien bevatten signifikant
t""" C( 
-aminostikstof t d -airaninel g3.utarninezuur, glyoine en hebben
een sterkere kathepsineaktiviteit.
Het peptid.engehalte wordt claarente{Ien door het seizoen be-
invloecL a in c1e lente-zomer-period.e is het gebal_te boger dan in d.e
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herfst{Íinter-periode. Overige ertraheerbare stikstofverbindingen
blijken noch doqr het geslaoht, nooh door de geslachtsrijpbeid, nooh
cloor het selzoen te word.en beïnvloed.
De gegevens over de vrije aninozuren bevestigen globaal g:eziên
d.e waarnemingen va.n Ftorkin (1956), Ranke (tgsg), scbaefer (tlsil ea
Partmann (1965) die vaststeld.en ctat in iedere yissoort een speoifieke
rraninozurenpooilr voorkont.
Vergeleken net cle meeste beenvissen ond.erscheiatt Sr aoanthias
zich d.oor (a) uoge gehalten aan glycine, leucine, cysteïne, oystino,
proliner hydroryparol-ine en sarcosÍne, (t) fret weinig of niet voorkomen
van lysine en histid.i.ne.
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EOOF.DSTIIK 4 E\TOLUTÏE VAN DE D(TRAHEm.BARE STIKST0tr\11ffi.-
3ïNDINGBï TïJDE{S ÏIEn SEWARE\ï VÁ]f S. ACAIfiIÏÏIAS.
-= 
c fr e e€E-áG€Ê€€€4€€#Et--
4.1 . Moclus operandi.
===E==áGE-=E==
4.1 ,1. Bewaarpro€ven.
Per seizoen werd óén bewaarproef peg kategolie uitgêvosrd.e
Hiervoor we1'd.en zoveel nogeliik voor de geslachtsriipe en dê niet ge-
slacbtsrijpe doornJraaiên rêspektievelijk de grootste en d'e kleinste
ind.ivicluen genomên. De rnissen werden hiervoor zorgrruld.ig gestripte
gewassen en in ijs bij + 3-o C bewaard.
Na respektievelijk 21 51 9t 12 en Ip dagen (+ l aa6) werd'en
cle ln 3.1 .4r vermêId.e extraheerbare stikstofbesta^ndldelen gedoseed.
Daarenboven werden ook d.e pE, d.e llRS en d.e elelsbrische lÍeerstand va,n
het vísvlees bepaaltl, daar d.eze metoden eveneens d.oor d.e extraJresr-
bare stikstofbestand.d.eLen worden beinvLoed en daa,renboven bij antlere
vissen als goed.e objektieve versheidstesten worden aangezien (ov""-
zicht bij l,arber 1965). Per proef, werden volgens cle beschilibare hoe-
veelheid 3 tot 10 vissen gêÍrooêÍrr
Tijtlens deze bewaarpxoêven werd.en tenslotte twee reeksên aan-
rnrllencte experimenten uitgevoerd. ïn de eerste reeks werd. het uit-
loogeffekt (uitlogen van de extrabeerbare N-bestanddelen onder invloecl
van het smeltencl. ijs) bepaald., in de tweede reeks werd. het verschil
tussen geslachtsrijpe en niet geslaohtsriipe vissen nad.er onderzooht.
4.1 .2. @Egg.g.
De proevsn werden net geslachtsrijpe en niet geslaohtfflipe
d.ieren verricht en wsrden driemaal herhaaLd,. Fien }cg vis en tien kgl
Í.js nerden in een poLyet$leen bak, rÍaarvaJr de bod.eÍn va.n taJrijke
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openingen vaÍr I on d.ianeter voorziên was, gebracht. Deze bak wend op
een analoog recipiënt geplaatst, waarin 1 Liter IO $ zoutzur:r gegoten
wercL ten einde de enz;nnatische en bakteriêLe aktie te verhind'eren en
terrene zoveel rnogeJ.ijk de vluchtige basisohe verbindingen (fUlr en lÏUr)
vast te houd.en.
Het overblijvend. ijs wend, telkens respelrbievelijk cle Jcler lclet
'l2de en 19d.e d.ag zorg:rnrldig van de vis verwi-jd.erd en bíj cte vsrd.r.rnd.e
zoutzur:roploesing gevoegd. Niernr ijs wend. aan de vie toegevoegd. en een
nierrwe EQl-oplossing in de onderste bak gegoten. Nactat het verwÍjderd
ijs volledig gesmolten lÍas, lÍerd het volume geneten, de oplossing 1n-
tlien nod.ig in valariin inged.arnpt en het gehalte aan lIIt{AOr ln{Ar !8êulnt
anmoniak, 6(-aminoe creatine en creatinine, proline en hydroqrlrroJ-i'net
aysteïne en cystiner bepaald.
Creatine en creatinine rerden samên gedoseerd, tlaar creatine
in zuur midden genakkeJ.ijk in creatinine overgaat. Daar deze Laatste
verbinding eohter in veel geringere hoeveel"beden voorkontr geven cle
rêsultaten hoofdzakelijk het uitgeloogde oreatinelg;ehalte aan. Peoline
en hyd.roq;proline werden êvênêens sanen bepaalcl, d.aar blankoprosven in
d.ezelfde ometand.ighed.en rritgevoerd, uitgewezen had.d.en clat een ged'eelte
van het proline tot hydroqryrollne geoxyd.eerd werd. Ook oyeteÏne en
cystine werd.en om d.ezelfd.e red.en samen bepaald.
4.1.3, Verge],iikend.e proeven tussen seslaohtsrijpe pn nieÏ Jge-
a
Vier nonsters, ieder bestaand.e uit 3 tot 10 stu]*en vis uit d.e
epaxiale spieren gesneclen, werd.en gebruilrt I
niet geslaohtsrijpe tloornhaair a 15 x LJ r 115 on





id.ern, grote metamerie, !5 x 1r5 x 1rl cm
icLem, tlubbele d.ikter 15 x 3 x 3 cm
De nonsters werden in ijs bewaard en verder zoals in d.e proevon op
gehele vlssen behand.eld.. De proeven werden driemaal herhaaLd.
4.2. Eg:gl3g!sg=gg=91:Sg:1s'
De gemiddeLde resultaten werden in fig:r.rren 20 tot 41 en M 1"ot"
58 grafiscb voorgesteld. De volled.ige waarnemingen van d.e proeven die
over drie jaar venioht werd.en, zijn i-n aanhang:seI opgenomen (tabeLlen
A3O tot A42).
VooraLeer tot de bespreking van de versohillende resultaten
over te g,aarL, kan er onmid.d.ellijk op ge?íezen word.en dat uit bovenver-
melde figrren en tabellen volgt dat bij geen enkele proef een invloed
van het geslaoht of van het seizoen werd wê&rgêÍrolltêrrr Deze faktoren
blijken aldus tijd.ens het bederf van S. acanthiar.s geen d"eterrninearende
ro1 te spelen.
4.2.1. UitlooeutoêvêÍIo
Uit de uitloogproeven (tabeilen 1o en L1) bliikt d.at het
spoeleffekt van het srneltwater voor al-le proêvenr TM en anmonj.ak
uitgezonderd, het sterkst is ged.r:rende de eerste negen d.agen. Aa.n-
z i enli j ke ho eveelheden extraheerbar e st ikstofb estand.d. elen word.en
tijd.ens d.eze period.e uitgeloogd.
Dat tijd.ens d.e verclere bewaring veqL mind.er verbindingen
uitdiffr.rnderren kan verklaard word.en door het feit tLat de konsistentíe
van de d.oornhaai tijtLens het bederf d.oor d.e a,fbraak van de relatief
grote hoeveelheden bind.weefsel d.ie zich in d.eze kraakbeenvis bevirrden
meer en rneer gelatineus word.t. Deze gelatineuze konsistentie rernt




mt / Do g. vrr
Frg.l9 
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Vsrloop v.n hct untrl mt
yan S. tetnttrrr
t9 degm
p.r3irp trldcnr hct bery*rrr
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waarneming geeft het aantal rn1 perssap hiervan een duid.eliJk beeld..
Het werd twintigmaal ond.er konstante druk bepaald (zíe 2.2.1g.2.).
Bet gemiddeld verLoop (s = lr5 nl) wercl in figur:r 1! afgebeeld.. Eier-
uit blijkt dat bij beide'g?oepen vooral tussen de 12cte en d.e llde
dag een sterke vernindering van het aantal ml te noteren valt. 3Íj
d.e niet geslachtsrijpe d.ieren word.t daarenboven vanaf de 18d.e d.ag een
duid.elijk J.a,gere waard.e bereikt d.an bij d.e geslaohtsrÍjpe vissen.
Bij cie kleine vissen wordt troulvens neestal een g3oter spoeL--
effekt vastgesteld.. De reden hiervan d.ient gezocht in het feit dat
kleine vissen een relatief groter oppervlak en een kLeinere laagd,ilcte
vertonen zod.at de d.iffusie gemakkelijker d.oorgaat.'
Voor IUIA en amnoniak claarentegen grijpt het sterkste verLies
tussen cle 12d.e en de Ude dag plaats.
Tenslotte d.ient olgemerkt dat deze spoeltrrroeven enkel onder-
ling vergelijkbare resultaten gevênr Deze nogen altlus niet recht-
streeks net d.e gegevens van figuren 22t 23t 24t Zjr 261 27t 28, M, 45,
47 en {8 word.en vergeleken ilaar d.e proefomstandÍghed.en niet toelieten
aIle uitgeloogde extraheerbare stikstofverbind.ingen terug te vind.en,
Niettenin word.t voor cle verbind.ingen waarvan tijd.ens het bed.erf nor.-
nalerwijze gêen nietxÍvorming mag word.en verwacht (tUnO, ureun, oreaF
tlne) eên zeêr goed.e overeenkonst met d.e resultaten van figr.uen 22r 24
en 2J $aargênom€n. Een sterkere d.aling van d.e koncentratie kont h:ier-




Uitgeloogde il-verbindingen bij geslachtsrijpe doornhaaien(koncentraties por 100 g vis) 
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Uitgeloogde N-verbind.ingen bi j niet geslachtsrijpe d.oorn-
haaien (koncentraties per 100 g vis).
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4.2.2.1. Lrnmoni.ak_(fígur:r 20, tabel A3O).
De eerste negien dagen van d.e bewaarperiod.e grijpt slechts 
€en
geringe vermeerderin€i van het gehalte aan rmije annoniak bij geslachts-
rijpe d.ieren plaats. Vanaf d.e negend.ê da,g echter stijgt d.e kr.lrve zeer
vh:g.
Voor niet geslachtsrijpe d"ieren daarentegen wordt een a^nde
bee1d. bekonen. De vermeerclering van 'rrije arnnoniak grijpt hier rmoeger
plaats en bereikt na 19 d.agen hogere waarden, nl. genid.deLd 136 tro.v.
101 mg N S.
Deze resultaten komen gedeeltelijk net d.eze van ghewa.n (fglf)
overêen, clie ecbter geen melding genaakt heeft van de grootte (g"-
slachtsrijpheid) va.n de vigsen. Deze auteur stelale enkel na 8 tot LO
clafien een tluiclelijke stijging van de vrije a^nmoniak bij tloorrÈaaL van
d.e Noordzee vasts nI. van ongeveer 10 ng tot 115 rng na 21 d.agon,
Moyer et al-. (tgSg) en Southoott et a1. (fgeO) echter vonden
tijctens het bewaren van S. aoanthias sleohts een geringe stijging van
het anmonialEgehal-te, ilat nooit 20 nS N /o oveschreed. Hetzelfde beeLcl
werd trorrrens voor TII{A bekonen (zíe 4.2,2.3.). Stansby et aI. (fge8)
belcwanen later ongevêêr cl.ezelfd.e resultaten. Deze auteurs werkten
echter op d.oornhaai van d.e Noortl-A-merikaanse lcr:sten en Moyer et aL.
(tg>g) suggersren als oorzaak van deze abnormaal la,ge waardenl de af-
wezigheid. van een ureêsê-vormencle bakteriepopulatÍe. Vergelijkenct
balcteriologisoh onderzoek zou nood"zakelijk zijn on dlit te bowijzen
naar in ieder geval ie uit onze proeven gebleken d.at êr een versohlL
in bederfsneLheid. tussen d.e E\rropese en d.e Noord,-Anerikaa,nse tloornbaai
bestaat.
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Volgens Suyama et al. (fgfO) zou bij haaiachtigen een sta-
tionaire faze ín de afbraak van ureun tot arnmoniak voorkonenr hetgeen
op de worning van bepaald.e interroediaÍre verbindingen zou wijzenq
Anderzijds meld.den Simidu en Hibiki (fgf:) d.at in bepaald.e ornstand.ig-
beden een vertraging of stopzetting van d.e ureumafbraak kan optred.en"
Volgens deze auteurs zou d.it te wijten zíyn aan het feit dat ureurn
zowel binnen aIs buiten d.e spiercellen voorkomt en dat d.e bakterlën
eerst de intercellulaire base aanvallen. Eet intraoellulaire ureum
moet d.an door de celwand. d.iffr-rndereno hetgeen een trager trrrooes 1s"
Seide versohijnselen werd.en tijdens cle hier beschreven proeven
op d.oornhaai echter niet vastgesteld..
0m hierovqr êen nad.er inzicht te bekomen werd het tuetxtgohalte
van het pêrssap van geslachtsrijpe doornhaai bepaald. Dit sap werd"
ond.er konstante fuuk (o15 tg/"*21 ,ritg"perst (zíe 2.2.19,2,) en volgens
de trrroeven van 3anks (tg>r), ï,ove (rgff) en Connel]. (]-957) bestaat het
voor pas gevangen vis bijna uitsLuitend. uit intercellulair vocht. Go-
clurende het bed.erf komt d.an geleidelijk aan meer intracellulair vocht
in het san terecht.
Uit figuur 21 volgt d.at op geen enkel ogenblik, ook tljcLens
cle eerste d.agen van d.e bewaarperíode nietl uxêuo in het intercellulair
vocht ontbrak. De koncentratied.aling was daarenboven zeer analoog net
cleze d.ie in visrÍeefsel werd. waargenomen. Voor níet geslachtsrijpe
d.oornhaaien werd een zelfd.e beeld bekornen.
Deze proef wijst er dan ook op dat er een relatief sneJ.le







Er kan er aan toegevoegd. worden d.at ook TMAO en fr --anrinostik-
stof in perssap hetzel-fde beeId. gaven. ook d.e pH van het sap bleek
weinig van d.it van het visvlees te verschillen.
De extraheerbare stikstofverbindingen bLijken dan ook in
d.oornhaai vlugi te d"iffr-urd.eren, hetgeen ongetwijfeld de snelle bed.erfe-
lijkheid van de vis in de hand werkt,
4.2.2.2. Ureum (figuur 22, tabel- 431).
Tot de negend.e dag blijkt bij de vier d.iergroepen êen v3"r4;ge
d.aling van cle urer:mkoncentratie plaats te vind.en, die geenszins net d.e
gevonden annonialnvaard.en overeenkomt (tabeJ- Al0, figur:r 20), maar we1
net d.e gegevens van de uitloogproef . Deze vaststeLlirg werd ook
tijdens d.e volgend.e bepalingen verricht : hieruit blijkt d.at de urfltn-
koncentratíe in d.e eerste plaats bepaald wordt door bet uitloogeffelct
en niet d"oor de afbraak tot ammoniak.
4.2.2.3. lbAryt$rlagige (tiguur 231 tabel a32).
De eerste vijf d.agen is d.e vorraing van TMA zeer geri-ng, on dan
geleiclelijk aan belangrijker te word.en, De sterkste verneentiering
word.t evenwel tussen d.e 12d,e en d.e 1pd.e d.ag genoteerd., nlo voo gemíd-
deId. 4r{ (geslacbtsrijp) en 616 (niet geslachtsrijp) tot 14 W N /".
0p te mgrken valt dat juist in d.eze period.e d.e optinale pH voor het
triamineoxydase ligt, nl. ? 12 tot ?r4 (811Íott 1952).
Deze resultaten komen vrij goed met d.eze van Sh.ewan (fg:t)
overeen met d.it verschil d.at d.eze auter-rr: sLechts na een tiental da,gen
een duid.elijke stijeing van bet TMAlgehalte vaststelde, Zíjn voorop-
stelling d.at amnoniak in d.oornhaai vlugger en in sterkere mate d.an
TI[/\ gevormd. word.t kan hj-er d.an ook niet aanvaard. word.en.
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Opmerkenswaardig is echter d.at d.e waarnemingen van Moyer et al.
(tg>g), Southcott et a1. (rggO) en Stansby et al. (1968) 
- 
de enige die
verder in d.e literatuur over doornhaai voorkomen 
- 
op een slechts ge-
ringe stijging van het gehalte aan Ti{.A bij d.e Noord.-Amerikaanse d.oorn-
haai wi j zen, d.al na twee weken slechts 2 à 5 ÍÍg N /" bedroeg. ZoaJ-sr
Ln 4.2o2.1 . vermelilrstelden d.eze auter:rs trouwens hetzelfd.e feit bij de
vorning van anmoniak vast. Tijd.ens onze ptioeven werd in twee gevallen,
A
nl-. voor ó geslachtsrijp, trrroef I, winter en voor ! niet gesl-achtsrijpr
proef 1-, winter, een analoog versohijnsel vastgesteld., waarbij na l)
dagen respektievelijk slechts ZrJ en 216 ng N % TMA werden genoteerd
(tatel- A32).
De red.en voor d.eze slechts geringe TMA-vorming kan bakterieel
of enzymatisch zijn. Een tekort aan substraat (TUAO) of aan waterstof--
d.onor (nelkzur:r, koolhydraten) is a priori uitgesLoten. CasteLl en
Snow (]-949) stelden vast d.at het enzJrmensysteem dat het T1VIAO reduceert
gevoelig j-s aan pE-verand.eringen. Uit tabel 439 volgt echter dat dit
voor d.e twee proeven het geval niet was. Dezelfde auter.us (1951)
stelden verd.er vast dat ook d.e temperatur.m d.e red.uktie beïnvloe& 3 een
d.aling van enkele grad.en vermindert gevoelig de triamineoxyd.as+-ai<ti-
viteit. Vanaf d.e vangst werd.en d.e vissen ochter telkens op d.ezelfd.e
wÍjze in smeltend, ijs bewaard.r zodat d.eze faktor evenmin eên rol- lca,rr
spelen,
De aanwezigheid. van bepaald.e inhibitoren is evenmin waarsobijn-
i-ijk. ïnderdaad, Neilands (1945) bestud.eerde de invloed va:r een ganse
reeks natuurlijk en krrnstnatige inhibitoren, en steld.e vast d.at sleohts
weinig natuurlijke verbind.ingen een d.oeltreffend.e werking vertonên.
$rkel- indolr skatol en waterstofsulfide inhibeerden gecleeltelijk het
eÍIzJrm. Daar d.eze verbind.ingon eohter slechts op het eind.e van de be-
waarperiod.e voorkomenr nl. bij vis die praktisch bed.orven isrlca,n d.it
d.e twee afwijkend€ p?oevên niet beïnvloed hebben.
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zoars d.oor Moyer et al . (tgsg) gesuggereerde ligt d.e oorzaa,k
waarschijnlijk in een toevallige afwezigheid. of slechts gering voor-
komen van een triamineoxyd.ase-vormend.e bakterieflora. Een aand.uid.ing
hiervoor is ook d.at er tussen d.e cliverse mariene bakteriesoottên êen
sterk verschil in het vêrmogen om TIr{40 te red.uceren bestaat. Het
percent bakterlên clat triamÍneoxyd.ase produceert ka,n aanzienLijk ve,,-
riëren : Dye:r (tgql) vond. 10 à 29 í"t terwijl shewan (tgSl) cÍjfers van
8 a 4: /o opseef t.
Men stelt verd.er vast dat bij de niet gesrachtsrijpe doorn-
haaien het TMAlgehalte van de 5de tot cle 12d.e dag vLr.gger oploopt clan
bij geslaohtsrijpe vj-ssen. De 19d.e d.ag echter word.en ongeveer d.ezelfde
hoeveelb.ed.en aangetroffen. b bLijkt aId.us vanaf d"e 12d.e d.a6 een
d.uitlelijke remning van de IlvlA-votming vooa to komen. Een stimulerir€;
van d'e fll{A-vorming bij de geslachtsrijpe cLoornhaaien is daarbij nind,er
waarsohijnlÍjk.
Elliott (tgsz) bewees immers dat een stijging van de pH d.e
reduktie van TMAO sterk vermindert en zeLfs volled.ig kan stopzetten.
Hij gaf evenwel op ctat hot verschijnsel vooral vanaf pH ! nerkbgtrB.T .ÍÍ&so
Uit onze proeven bLiikt echter dat d.e remming van d.e [Il{A-vormÍr:g reeds
bii een 1a6ere pH moet gebeuren. }j-t verschil kan wellicht verklaard
worden iloor het feit d.at Flli-ott op mocielsystemen (genalen vis, gebr:f-
feld. toid.d.enr geen uitloging) werkte, en d.at d.e waard.en in gehele d.oorn-
haai d.ie in ijs belíaard word.t, lager komen te liggen. Mên lcan aannemen
d.at eenmaaL d.e optinale pH (? ,e à 7 e{) voorbii, d.e aktiviteit van het
trianineoxyd.ase sterk daa1t.
Een bijkonende inhÍberend.e werkir:g van waterstofsulticle (zie
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4.2.2.{. Trimet$rlanineg4Idg (tiguur 2Q, tabel. A33).
llanneer men de TIVIA- en flltLAo;waard.en vergelÍjkt, blijlcb dat
de relatief sterke verninderi4g van het T}4Aogehalte in de eerste
plaats aan het uitlogen van d.eze stikstofbase te wijten ís. Dit wondt
trouwens d.oor twee feiten bevestigd.. Eerst en vooral tLaalt tÍjclens
de twee proeven waar Sechte weinig TI{A gevormd werd (ígesfaohtsrÍjpe
proef 1, winter en 0 niet geslachtsrijp, trnoef 1, winter) Uet Ttr{AO-
gehalte niettemin ongeveer in d.ezelfde verboud.ingen als voor d.e and.ere
proevenr Vervolgens rÍj-jzen de resultaten van de uitloogprowen (zie
4"2.1.) hier eveneens op.
Zoals vootr ureum wordt het TMAOgehalte in doornhaai tíjd.ens
het benaren in ijs aLd.us in cle eerste plaats d.oor het spoeleffekt bo-
paaId.
4.2.2.5. lreatine_en e_(tig:r.rren 2J en 26, tabeLLen A34
en A35)
Eet creatine-rgehalte d.aalt vanaf het begin van de bewaarperíod.e
bij cle vier vj-skategorieën en dit hoofdzakelÍjk ctoor uitlogenr zoaLs uit
4.2.1. bLiikt, 3ij de kleiner niet geslachtsrijpe doornhaaien echter
is d,e koncentratieverrolnd,ering om aangehaald.e red.en sterker. llussen
de 5cte en de 12d.e da6 is de daling mind.er uitgestrrroken, ?,oals uit fi-
gur:r 26 blijkt moot het creatine in deze periode ged.eeltelijk althane
in creatinine word.en omgezet. Eet is ind.erd.aad. uitgemaakt d.at creati-
nine enkeL ult oreatine kan gevormd worden (ï,euthardt 1963).
Vanaf de 12d.e d.ag treed.t een scherpe konoentratievmninderíng
op. Daar uit de uitloogproeven (zíe 4,2.1.) tfiSm d.at tussen d.e 12de
en d.e ltde dag nog naar weinig areatine in bet ijssneltwater tereoht
komtr noet hier een d.u:idelijk biochemische afbraak plaatsgrijpen. A1-.
hoewel uit d.eze prosven niet kon uitgenaakt word.en welke verbind.ingen
'rrijkomenr kan nen aarnemen d.at creatine hier vooral ged.esarnineed
mlf N o/o
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word.t' shewan Ggel) stelde immers deze a,fbraak bij kabeljauw vastn
3ij d.e niet geslachtsrijpe,d.ieren word.en lagere waard.en be-
reiktr maa;r cle relatieve koncentratievermj-nderin€ is ongêveer gelijk
vana^f de 5d.e da6, nI" i 50 ng ío. Dit wijst erop ctat in gesl-achtsrijpe
en niet geslachtsrijpe d.ieren d.e afbraaleeakties een sneLbej.d. van de-
zelfd,e grootte-ord.e hebben,
3ij creatinine worilt eerst een d.aling rÍaargenomen dlie onge-
twijfeld aan het uitloogeffekt (zj-e 4.2.1 .) te wijten is. van de 5d.e
tot tle 9d.e d.ag treed.t een koncentratieverhoging op g zoals boven reecls
aangegeven wijst d.it erop d.at een hoeveelheicl creatine in creatinine
wordt smgezet. vanaf d.e !d.e dag srijpt een nj-eune daling pLaats.
Zoals creatineo moet tijd.ens d.eze period.e ook oreatinine biochenisch
afgebroken word.en.
4.2,2.6. q3a.gigo; en;Spligegslilslo! (figr:ren pl en 2Bo ta-
beLlen 436 en A3?).
Voor de 5{ -aminostikstof blijkt een duidelijk versohil tussen
d.e ]<rrven van de geslachtsrijpe en de niet geslachtsrijpe doornhaaien
te bestaan. Voor de vier kategoriën zíjn deze kurven afwÍsselend.
dalend.r stijgend en opnieuw dalend. 3ij de niet geslachtsrljpe dieren
zijn d.eze d.aringen en stijgingên meer uitgesproken. zoafs in 3.2.2.4.
verrneld. liggen bij deze vissen ook d.e uitgangswaarden signifikant
hoger.
Voor het peptid.engehalte blijken er tussen de vier kategorioên
geen d.uid.elijke verschillen op te treden,en d,e }nrven hebben overal
een d.alend verloop. Opmerkenswaard.ig is hierbij d.at d.e vastgestelcte
sígnifikante seizoenverschillen tussen d.e diverse begi.nwaarden (zie
3.2.2.J,) tijd.ens d.e daarop vo3-gend.e bewaarperiod.e weinig of geen in-
vloed. blijken te hebben. [\:ssen de negend.e en d.e twaalfde d.a,g is d.e
107.
vermind.ering van het peptid.engehalte het sterkst. Daar tijd.ens d.eze
period'e het uitlogen én van peptid.en ón van aminozuren sterk gered.u-
ceerd is, wijst de stijging van het j, 
-aminogehalte op eên exopep-bi-
dasenwerki-ng die sterker is dan de end.opeptidasenaktiviteit. Ook de
afbraakreakties van d.e aminozr:ren grijpen mind.er vrr:g plaats dan d.e
vorming van nÍerrwe v-rijê zuren uit d.e peptid.en. vanaf d.e 12d.e d.ag
gaat de daling van de peptiden minder snel door, zodat h.ier de aictivi-
teit van de endopeptid.asen d.eze van de exopeptidasen moet benaileren.
And.erzijd.s blijkt hier d.e ami.nozurenafbraak sterker d.an de pepticten-
splitsing te zijn, De grotere schommeringen d,ie bij het d*amino-
gehalte van d.e niet geslaohtsrijpe d.oornhaaien worden vastgesteld.,
worden echter niet bij d.e peptiden teruggevond.en. Dit wijst erop dat
bij d'eze vissen de endo- en d.e exopeptid.asen een sterkere atctiviteit
vertonen zodat zíi op hetzelfd.e peil van de geslachtsrijpe ind.ivid.uen
blijven. voor de endopeptid.asen word.t d.it d.oor de bepaling van de
proteolytische aktiviteit bevostigd. (zie 4.2.2.1 6.) .
Een and.ere ind.ikatie hiervoor word.t door d.e uitloogprooven
gegeven- rnd.erd.aad., alhoewel a1le lnnven van de vier kategorieën
doornhaai oÍIgeveeT hetzelfde u:itzicht vertonen en een verschil- tusson
kleine en grote vissen niet d.uid.elijk waarneembaar is, hebben de
kreine dieren de 5de en d.e !d.e d.ag sterkere uitloograard.en, hetgoen
erop wijst d.at meer peptid.en gevorrnd werden maar d.oor het groter
relatief oppervlak sterker uítgespoeld. werd.en.
3ij d.e kleine vissen is het uitloogeffekt d.e eerste negen
dagen groter. Wanneer nen echter vool kleine en grote doornhaaien
cle gedurend.e d.e eerste J d.a6en uitgeloogd.e hoeveelheid. c{ 
-amino-
stikstof vergelijkt met de hoeveelheid die in de vis afnan, d.an stelt
men vast d.at d.eze laatste boeveelheid. veel meer verschilt d.a,n d.e
uitloogrraard.en. Dit betekent d.at d.e a.fbraak van d -aninostikstof
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van threonine in s. acanthias tijdens het bewarcn.
10B.
TÍaarneming rÍerd d.e lde dag vemicbt en wordt in 4.2.3. ver:d.er ber-
sprokên.
Het wisselend verloop van het { 
-aninogehalte is waarsohÍjn-
lijk te wljten aan het feit dat de bakteriefLora in cle loop van het
bed,erf lcrualitatief verand.ert, hetgeen d.an op bepaald.e tijcLstippen een
gewijzigd.e invloed. beeft op de respektieve intensiteit van d.e vormings-
en afbraakrealcties van d.e aminozuren. Dit feit werd. immers d.oor ver-
schiLLend.e auteurs vastgesteld. (castelr et al. rg48 ; shewan L9j1),
Volgens Ranke (ffeO) zou d.e stijging van d.e pH hierbij cteterninerend
zi jn.
Tensl-otte ka.n opgenoerkt torden d.at bij d.e iloornhaai het sei-
zoen geên invloed op de evolutie van het d 
-aninogehalte heefto Dit
is in tegenstelling net hetgeen d.oor Ranke (1960) en Bramstedt (1963)
voo} d.iverse beenvi-ssen werd. vastgesteld, n1r êêÍr hoger gehalte aan
rmije aminozucen in de zonefperiod,e.
4.2.2.7, Vrlj s gmlngzgrgn
Cysteïne, cystine, proline en hydroxyproline worden a^fzonder*-
lijk besprokên.
Uit d.e resultaten van de overige aminozuren blijkt dat, aLhoe-
weL enkeLe uitzonderingen voorkornen, het gehalte aan 4 
-ala^ninêe i11.-
gininer fergrlalanine, grutaminezuur, glycine, leucine en threonine
(tigr-nren 2! tot 35) een ongeveer sinusoïdaar verloop kent, d.at rmij
goed met d.e iqrven van 6( 
-aminostikstof overeenkont (figura 2? ).
Voor d.e niet geslachtsrijpe d.oornhaaien worden in d.e meeste
gevailen d.e 12d.e clag hogere waard.en bereikt, hetgeen evenoens net d.e
qd 
-amino-lmven overe€nsteÍnt. De betekeais van d.eze resultaten werd.




































Verloop van 6- alantnc in S.acanthias tijdens het bewaren 
.
19d






















r Frg. 38 
- 













Vertoop yan taurinc in S.acanthias tijdens hct
109..
biochemische afbraak- en vormingsreaktÍes ctie het gehalte aan boven-
vermeld.e aminozr.rren tijd.ens het bewaren van S. acanthias bepalên, op
ongeveer d.ezeLfcle manier rnoeten word.en beïnvLoed."
Het verloop van ft -atanine (tigurrr 36) ên asparaglnezuue(tiguur :?) is onregelnatig roaar wijst eerder op een relatief, konstant
gehalte. In ied.er geval kan word.en olgenerkt d.at tussen d.o 2d.e en de
5tte d.ag 1 3O van d.e 32 lcr:rven een daLend. verloop vertonen clat aan het
uitlogen en lÍaarschijnlijk ook aan d.e bakteriële afbraak te wijton is.
Dat er op geen enkel tijdstip een d.uid.elijke stijging van
iJ -alani.ne word.t vastgesteld karl word.en verklaard. d.oor het feit d.at
d,it aninozuur in eiwitten ontbreekt, zodatr het tijdens d.e proteoJ.Srse
hieruit niet kan word.en rrrijgestelcl. Verder ontbreken eveneens d.e
d.ipepticien anserine ên carnosine, d.ie tijd.ens het be!Íaren ond.er in-
vloed van het anserinase B -afan:.ne lqlnnen geven (Jones Jg|i5).
Door d.ecarboxylering van
staa.n (Siebert et aI . L965). 0p
(tg>5, 1960) en Bramstedt (:"962),
van been'\rissen 
€en stijging o*, fi
paraginezuurgehalte gepaard. ging r
(rig:uren 36 en 3?),
asparagi-nezuur kan bet eveneens ont*
te merken valt echter dat Ranke
vaststelcien dat tijdens het beeÍaren
-alanine met een daling van het as-
hetgeen hier niet het geval is
Pantotheenzur:r (bestand.d.eel van coënzyme A) bevat eveneêns
B-alanine. Door de zeer geringe koncentraties is oen eventuele
.nvorming van f] -aIanÍ.ne uit d.it zurrr echter weinig waarschijnlijk.
Sarcosine enlaurine, d.ie niet in eiwj-tten voorkonen, kennen
een algemeen d.alend. verloop (tigr.rren 38 en 39), Deze vernind.ering
is het sterkst de eerste negen dagenp ên iB ongetwÍjfelcl in d.eze
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Frg.4l-vertoop van lysine In s,acanthras tijdens het bewaren.
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d.at d,e daling bij de niet geslacbtsrijpe
hiervoor een bijkomend argr.rnaent is. Voor
jauw trouwens bevestigd (Jones 1!)J b).
afbraak van taurine is daarenboven weinig
Tyroslne (figrrlo {O) word.t pas
en stijgt vlug tot ongeveêr de 12d.e dag
na, n1. $ eeslachterijp, herfst) licht
slachtsrijpe dieren zíjn d.e stijging en
sterker.
1 10.
vissen sterker is, hetgeen
taurine wercl d.it ln kabel-
Een beiluid end.e balcteriëIe
waarsob.ijnlijk, d.aar dit
vana.f cLe ld.e d.a6 waargenomên
oro dan (op één uitzondering
te ilalen. Bij de rliet ge-
d.e d.aaropvolgend.e d.aling
aninozuur als relatief inert bekend. staat.
Over tle bakteri6le afbraak'\ran sarcosine is weinig bekencl.
Een onzettirg tot methylamine en glyoxyS-zuur, ond.er invl-oed, van bak-
terieel glycine oxyd.ase, zoals door Ratner (ryq+) vastgesteld, grijpt
waarschijnlijk niet plaats, claar slechts ín enkele gevallen methy]a-
nnine word.t gevonden (zie 4.2.2.11.). De kans dat sarcosine in serj-ne
word.t ourgezet, zoal.s d.oor Sbieh (tg6+, L966) bíj een nariene balrterie,
Achromobacter choLinophagu:n, werd. Ïíaargenomen, i-s eveneens klein, daar
geen rneij serine wordt gedoseerd. (zie verd.er).
volgens Partmann (rg:r) zou tJmosÍne een van de aminozuren
zijn d.Íe tijciens d.e proteolyse van vis het genakkelijkst yrijkonen.
AlhoeweL dit niet bij aJ"1e vissen werd vastgestera (nante r!60) kan
men d.eze vooropsteuins bij d.e d.oornhaai aLthans volgen, d.aar in pas
geva,ngen vissen geen wrij tyrosine voorkornt maar het gehalte rnpo€g
begint te stijgen. Tlmosíne bLijkt d.a^n ook een goede Índ.ikator van
de eerste tekens van beclerf te zijnr
Zoals verneld. in 3.2.2.6. komt in pas gevangen d.oornb.aai
weinig of geen rmij lysiÍlê voorr zoa\s bij tposine stijgt echte
het gehalte lmij vrug vanaf de 5de tot de 12d.e d.ag (rigurlr 4t)" Bij
Hzc
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cle geslachtsrijpe d.ieren wordt d.anr op twee uitzonderingen nar nog een
liohte stijging waargenomen. Voor d.e kleine d.oornhaaien is de ver-
meerd.ering van het lysíne-gebalte sterker. Vanaf cie 12cle d.ag echter
word.t op één uitzond.eringi na, een d.aling'ïraargenonlsno Uít de litera-
tur:r is genoegzaan bekencl d.at lysine relatief i-nert isr en d.at het aan
transanineringen en d.esa,mineringen van de d 
-aninogroep weinig of
niet d"eelÍrê€&t. Pas in latere stad.ia word.t het tot cadaverine gods-
carboxyleerd. Ook de vorming van piperidiner N-aur:inopepericl.Íne on
pyridline in vis werd ï{aargenomen (Braursted.t 1957)(tiguur 42) '
Daar cle kleine cloornhaaien zLch tussen de 12de en de 19d.e dag
in een verder stad.lun van bederf dan d.e geslachtsrijpe lnd.ividuen be-
vindene kan de d.aLing van het lysine-gehalte tijdens cleze peÍod.e d.oor
cle vorming van deze gtoffen worden verklaard.
Methionine versohi jnt pas d.e 12d.e dag bij de geslaohtsrijpo
en cle 9de dag bij cte niet geslachtsrijpe d.oornbaaien in koncentxaties
begrepen tussen I en 5 ÍE í". Dit gehaLte ondergaat weinig vera,nd.er-
Í.ngen tijctens d.e claarop volgencle bewaarperiocle'
Ornithine wordt enkeL vanaf d.e 9de dae bij d.e vigr vis€;roePen
waargenomenr Het gehalte vertoont verder 
€ieen du:ideS.ijke lijn en
schomneLt tussen 2 en 7 W ío. Ornithine kan uit arginine gevormd.
worden onder invloed. van het arginaser Dit enzym wordt in d.e weefsels
van doornhaai aangetroff en ( zíe 1 .2.2.1.) i een endogene volmin€i van
ornithine is ecbter weinig waarschljnlijk, daar zoals versteld bet en-
zym ornithine carbamyS- transferase ontbreekt. Het is echter bewezen
d.at vele nibo-organismen (o.a. soorten d.ie op vis voorkonen) enzJrmen
bevatten d.ie arginine tot ornithine icr.mnen afbreken (fUorn1ey 1960) 
'
Vele bakterlën lqrnnen echter ook proline en gluta,minezuur tot orni-
thine omzetten. Deze arninozuren zijn trouwens met ornithine metar-
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cystine in S.acant hia s t ijdens
112.
Serine en valine verdwijnen reeds vana.f de 5cte cla6 hetgeen
erop wijst d.at de afbraakreakties van deze aminozuren sterker doorgaan
d.an d.e vormingsreakties.
Van histiclÍne wordt slechts in enkeLe geval-len sporen aarye-
troffen. Vrij histidine kont aldus én in pas gevangen cloornh.aai én
tijclens het bewaren van d.eze vis praktisoh niet voor, hetgeen vol1ed.ig
in tegenstelling net d,e meeste beenvissen is (zio 3.2.2.6.).
In J gevallen wordt de 9d.e, 12de en L6d.e d.ag d, 
-aninototer-
zunr vastgesteld (1 tot 3 ng í"). In 8 geva3-len wordt bij de klelne
doorrÈaaien de 19d.e dag f, -aminoboterzur:r gevonden. Daa.r cLit anlno-
zuur d.oor deoarboxyJ-ering van gLutaninezuur ontstaatl wijst d.it er
nognaals op tlat dleze soort realcties pas in een gevord.erd bed.erfstadiun
d.oorgaan.
Tenslotte kan word.en verrnelcl clat op verschillende chromato-
gtannen onbekend.e vLekken voorlnvamen d.ie met d.e klassieke kler:mea,-
gentia niet kond.en worden geÏdentificeerd.. Het betreft waarsohijnlijk
lagere peptlden, aniclen en and.ere mind.er voorkomencle aninozuren €n
ninhydrinepositi-eve stoffen. Op te merken valt hierbÍj dat ook niet-
gtikstofverbindingen (bv. aldehyrten en ketonen) rnet ninhydrlnê êen
positieve reaktie lcunnen geven (Zaoharius en Talley L962 3 Sobilling
et aL. 1963). Geen enkele onbokend.e vlak kwam eahter konstsnt voor
of bleek iLuicte3.ijke koncentratieveranderingen tijclens cle bewaarpeiod.e
van S. acanthias te vêrtonen.
4,2.2.8. $rsteïne-en gygtlng (tigrren 44 en 45).
Cysteïne vertoont de vijfde d.ag een d.al-inge die hoofd.zakelijk
aan het uitlogen te wijten is (zie 4.2.1 .).
113r
Vanaf deze datun wordt êen regelnatige stijgin€i waargenonent
die bij de niet geslachtsrijpe tlieren sterker blijkt te verlopên ên
bogere waarden bereikt na 18 dagen (geniclde1d.20rg t.o.v. J617 ry ír),
Dit wijst erop dat cle reakties dÍe tot het rrrijetellen enfof d.e
vorning van oysteÍne leid.en sterker zijn dan de afbraakneakties, en d.at
het verschil bÍj de k1eÍne dieren het grootst 1e.
Het rneest typlsche a,fbraaklrrodukt van cysteÍne is naterstof-
sulPid.e, tlat d.oor toedoên van een clesulfbydrase wordt gevormdr
Op te merken valt d.at versohillende nikro-organisÍnen (bv' E.
Co1i) 1n staat zijn door eenvouclige watera,fspliteing, het oysteÏnê
























Uit tabel 12 volgt d.at ile vorming van HrS echter relatief ge-
rÍng is. Het lrordt enkel vanaf d.e 12de da,g waargenomen en d.a.n nog n:iet
tijdens alle proeven. & werd hier everamin een d.uid.elijk invloed. va.n
het geslaobt of van het ssizoen vastgesteld. Voor de niet gee3.acbts-
rijpe dieren is het HrS..€ehalte echter neestal tluid.elijk hoger (eer,lid-
deId. 26e1 t.o.v. t6r6-1,1,s í" a" 19d.e dae), hetgeen op een grotere a^f-
braak va^n oysteÏne wijst.
Daar eohter bij iLe kl-eine *ieren het cysteïnergehalte tooh
meer stijgt, bevestigt cLit dat d"e vormingsrealstie van cysteine sterker






het waterstofsulfid.e-gehalte tijd.ons het be-
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In verband. net de afhezigbeid. van waterstofsulfide tot eên ver
gevorderd be{aarstad.iun kan ge}Íezên worden op het feit d.at II2S zeer
onbestendig is en gernal<lcelijk tot suLfaat kan worden gieoxyd'eerd'r Het
is dan ook nogelijk dat vóór cl.e 12d.e d.ag tocb kleine hoeveelheden HrS
werden gevórmcl rnaar dat deze onmid.d.ellijk werden geoxyd.eerd..
Verder dient vermelcl d.at de bakteriêle vorning va^n HrS bij
voorker:r in anaêroob mid.den geber:rt. Dit werd door McIrêan ên Castell
$g>il bij Gadidae bevestigd..
In zuiver aëroob mid.d.en kan men verwachten d,at cysteine en
andere Sg-verbind.ingen zeer snel hetzij door balsteriën, hetzii d.oor de
luchtzr:r13.stof geoxyd.eerd worclen. Eet feit d'at tijdens deze groeven
ecbter een stijging van het rrije cysteïne'gehalte en tevens d.e aa,n-
wezigheid van ErS op het einde van de bewaarperiod.e werden genoteerd.l
wijst op een tegenovergesteld. verscbijnsel en kan o.&. TÍorden verlcLaard
dioor het feit d.at tijdens het bederf d.e koneistentie van de d'oornha,a'l-
weef sels mêer ên meer gelatineus wordt (zie 4.2.1,) en d.at hierdoor
het nilieu neer en meer anaëroob wordt'
Dit worttt d.oor d.e bepalingên van bet ind.o1-gehal-te bevesti6d.'
Zoals bekencL uit de literaturm wordt deze verbinding het genaldceliikgt
Ín anaëroob nid.den cloor baisteriëIe aktie uit tryptofaan gevornd. (fruton
en Simsronds L961). Uit aanlnrlIend.ê trrroeven bleek ind.ol- - zoals watgr-
stofsulfid.e 
-slechts op bet eind.e van de bewaarperiocle in geringe kon-
oentraties (or2 tot 0 A ng fo) voot te komen.
Men dient hierbij niet uit het oog te verliezen d.at d.e neerder-
heid. van cl.e baktexiën anaëroob zijn en dat d.oor d.e grote hoeveelheden
die op bet einde aanwezig; zíjn, c!.e zur.rrstofsparuring vlug daaLt (Shewan
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Daarenboven kan geïíez€n worden op het feit dat naarnate hot
bederf vordert, cle redoxpotentiaal van het mld.cLen daalt (ffgrnrr 46) .
Volgens Sarnee en Ingra,rn (tg55) zou clit cl.e groei van d.e arralroben sti-
nuLeren. Het d.alen van de redoxpotentiaal zaL claarblj cle neiging tot
orytlatie van cyeteïne eveneens vermind.eren.
Tenslotte dient verneld. dat bepaalcle nileo-orga,nismen in
staat zijn SOf, SO]-, en S- voor cLe s;rnthese va;r. zatavelh.oud.ende
+J
aninozuren te gebruiken (Senderiolx 1961) zod.at oysteine ook hiorrÉt
kan word.en gevorrnd..
Eet vriJ cystine-gehalte tensLotte vertoont in tegensteïling
'met het cysteÍne-rgeh.alte een eerdsr vlak veloop (rigurrr 45). Het
stijgeact gehalte aan cysteine heeft alclus blijkbaar gêen invLoed op het
cystine'gehalte.
4.2.2,!. holine gqpgdgorygrg[ng (tiguren 4? en {B).
3tj pnoline wordt een algemene koncentratieverÍninderlng \rast-
gesteld. Deze vermind.ering is echter tussen d.e 2d.e en de 5tl.e d.ag het
sterkst, en is hoofd.zakelijk te wijten aan het uitloogef,fekt (zie
4.2.1r). Er ttient hierbij niet uit het oog verloren te worclen tLat
proline één van cle meest oplosbare aminozuren 1sj nJ.. L62 g pen Loo mI
water, Bij d.e niet geslachtsrijpe d.ieren is d,eze d.aring nog sterke
cloor het groter relatief oppervlak.
ïn tle verd.ere bewaarperiod.e wijzen de d.alencle kr.uven op een
biochenisahe afbraak van prollne. ilierblj Icunnen clivsrse verbinclingen
word.en gevormd., o.&. glutaninezur:r, ornithine, /-aninovaleriaa.nznnr,
clie d.an verder cloor clesanineríngen en cleoarboryleringen word.en afge-
broken. Het kan ook d,oor reohtstreekee oxyd.atie hyctrorl4rrollne getren
(Stetten f951) alboenel d.it bier mLnder waarsohijnlljk is claár tte



























































Ftg. 50 - Vtrloop v.n bctdínc in S. ecanthiar ti dcn: hËt bcwrrcn.
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Hyclroxylrroline vertoont een and.er beeld. Tot d.e vijfd.e, of
in sommige gevallen d.e negend.e dag, wordt een daling vastgesteltl, d.ie
alhoewel d.e uitlooe;proef het niet met absolute zekerheid. kan uitmeken
(zíe 4.2.1.) ongetwijfeld aan het spoeleffekt te wijten is. Bij d.o
niet geslachtsrijpe d.ieren is deze daling trouwens scherper, hetgeen
deze vooropstelling kraoht komt bijzetten. vanaf de 5d.e of !d.e dag
echter treed.t een vermeerd,ering van het hyd.roxyprolinegebal-te op. A1-
hoewel een vorming tloor oxyd.atÍe van proline (zie boven) ni.et uitge-
sloten isr komt cleze stijging orgetwijfeld. vooral van de steed.s verder
tloorged.reven degrad.atie van d.e bindweefseLs. Dit iminozuur komt imners
praktisch uitsLuitend. in d.e eiwitten '\ran d.eze weefsels voor,
ilet feit clat het hyd"roxyp:roline voor mikro-organisnen niet
levensnoocLzakelijk is (Neuman en Logan 1950) is veraler waarschijnlijk
niet vreemd. aan d,eze geleÍttelijk ophoping van het vrije iminozur:r.
4.2.2. 1 O. !r!i_c!o!ige_en betaïne.
Uit figr:ren 49 en !O blijkt d.at zowel het choline- aLs het
betaïnegehalte zeer onregelmatig verlopen en dat geen enkeLe tluid.elijke
liin kan word.en aangegevêno Ora d.ezelfd.e red.en is het eveneens onmoge-
lijk uit te maken of er een invloed. van het seizoen, het geslacbt of
de geslachtsrijpheid. bestaat,
De red.enen van d.it onregelmatig verloop konden hierr niet utt-
gemaakt word.en. lÍe1 kan erop gelíezen word.en clat beid.e verbind.ingen
geen eincl'produkten zijn. Men ka.n ook besLuiten ctat d.e realcties clie tot
d.e vorming enf of de afbraak van imij choline en betaïne leid.en sterrk
d.oor het milieu worden beÏnvloed. Als methyld.onoren lnrnnen cholÍne
en betaÏne in talrijke reakties tussenkomen, d.ie d.oor een wijziging





























b d.ient ook benadrukt te word.en d.at beid.e verbínd.ingen ge-
makheLijk d.oor oxyd.atie of reduktie in elkaar lcrrnnen overgaan zoclat
ook dit feit welliobt het beelcl ingeuikkelder maakt. Tenslotte kan
word.en vermelcl dat lovern (tgSZ) kon aantonen dat een vorrning van ïTii
choline uit fosfolipÍd.en bij doornhaai tijdens de normale opsLag in ijs
veflíaarloosbaar klein is, alhoewel deze fosfolipÍden in hoeveeLhed.en
van 553 tot 91O W í, voorkomen, waarvan de helft ongeveex Lecithine ís.
Deze faktor althans kan híer dan ook uitgeschakeld. worcl.en.
4.2,2.1 1 . Metlglarnine.
In 1? /o van d.e proeven wordt d"e 19d.e d.ag een kleine hoeveel-
beid. nethylamine vastgesteld d.ie tussen OrJ en 1r5 mg N y'o sohonmelt.
De vorming van d.it amine blijkt clus enkel in een gevordercl. bedêrf-
stad.iun plaats te grijpen (tot de 12cle dag werd. het ruiet waargenonen)
en onreg€lmatig van natur:r le zíjn.
4.2.2.1 2. DimethYlq'nine"
Bij geen enkele proef wordt de aanwezigheid van dlmet\y1a.nine
waargenomen. DÍt bevestigt d.e proeven van Soud.a^vr (ff65) tlíe vaststelde
clat het amine niet in d.oornhaai gevormd wordt.
4.2.2.13. Vluchtige 3e{ugeSegdg gtgf{eg (figuux 11 , tabe3. A38).
Bij de geslachtsrijpe d.ieren geschiedt slechts een gerin6"e
stijging van het VRS€ehalte gedurencle de eerste negen d.agen I nl,
van genid.deld 51! tot 9r7.&eq. Vanaf d.eze d.ag stijgen de VBS-*raardon
snel om na I) dagen een gemid.delde van 4419 lL.q. te bereiken.
Bij cle niet geslachtsrijpe dieren echter is cLe stijging ge-
d.urend.e d.e eerste negen d.agen gevoeliger, n1o vêÍI gemid.d.eld. 6rl tot
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Dit hoger gehalte kan te wijten zíjn nooh aan het hogere
annoniai<gehalte (zie figur:r 20) daar d.e llRS-bopaling niet d.oor aromoniak
beÏnvloed. worclt, noch aan trimethylamine d.aar deze base bij de niet ge-
sLachtsrijpe doornhaai.en geen hogere waard.en bereikt (tiguur 23). De
reden tlient dus gezooht in and.ere vluchtige red.ucerend.e bederfver-
bindingen, zoals vluchtige zuren (o,a. EZS), aldehydenl ketonen êírvtt2




-gH-(figur:r J2, tabel- A39).
Onder invl-oecl $an d.e cliverse biochenische reakties d.ie zioh
tijcLens hot betLerf van S. acanthÍas voordoen, en waarbij boofd.zakelijk
alkalische afbraakprodukten rmijkomen, stijgt de pH in het visvle€s.
Uit de bekomen resultaten blijkt echter dat d.e pH op verschil-
lentle wijze bij gestachtsrijpe en niet geslachtsrijpe d.oornhaaien
evolueert. 3Íj de eerste kategorie is er de eerste nêgen clagen weinig
verand.ering tÍaar te nenen, n1. van gernid.d,e1d,6121 t'ot 6134. Va,na,f d.e
negende d.ag echter gaat de pH vJ-ug omhoog om op cLe L9d.e d.ag gemid.deld.
J186 te bereiken.
3iJ d.e niet geslachtsrijpe vissen $ijpt er tijderis d.e eerste
negên dagen ook een duid"olijke stijging plaats, n1. van genid.d,eLd.6122
tot 6161 . Vanaf deze periode neemt cle pH nog vh.rgger toe en bereikt
hogere waarden d.an bij de geslachtsrijpe d.ieren, nI. gemid.d.eld 812!.
UÍt figrrren 20 en 23 blijkt dat in de eerste plaats a^mmoniak
hiervoor verantwoordelijk is en niet TMA, cLaar deze base in níet ge-
slaohtsrijpe d.ieren geen hogere waard.en bereikt.
Voor d.e vier kategoriên doornhaai zijn d.e aanvangs-pH-'ryaard.en











hoogste genoteerde waard.en bed.ragen respektievelijk 6rO8 en 5237.
Deze resultaten komen vrij goed. overeen met d.e weinige die in d.e
literatuur gevonden worden, nl. deze van Cuttitg (fl::) die 612 tot
6rl noteerde, van Moyer et al. (1959), die 612 tot 614 vond" en van
Misericordia (1960) die 6 12 trot 616 (gernidd.e1d. 612) reporteerde.
Over variaties van de pïI tijdens het bewaren van doornhaa,i
zijn echter alleen de proeven van Moyer et al-. (t9>9) bekend., lÍaarvan
d.e resul-taten d.an nog volled.ig verschillend. zíjn. De pH bleek lrnrners
slechts weinig te stijgen en bereikte na 18 dagen slechts d.e waarde
618. Dit verscbijnsel staat in verband. met de abnormaal lage an-
noniak- en Tl{A-waard.en d.ie d.oor deze auteurs bekomen werd.en (zle
4.2.2.1.).
Tenslotte kan worden otr€emerkt d.at bij S. acanthiae hogere
waard.en dan bij d.e beenvissen fiord.en bereikt, waar bv. voor kabeljauw
na !9 d.agen een pH ? 12 wordt bekonen (Vyncke L964) .
4.2.2.15. Elektrische gegrgtgn$ (figuur 53r tabel A4O).
De Q-waa:rden van d.e geslachtsrijpe d.oornhaaien vertonen d.o
eerste vijf d.a,gen êen gevoelige daling, nl. van gemiiLdeld ?0 tot 45"
Dit wijst erop dat d.e d.ielektrische eigenschappen van de celmernbranen
vanaf het begin van de bewaarperiod.e vlug verand.eren. De verdere
daling van d.e Q-waard.en is d.an afwisselend. trager (5ae tot lde dag),
terl€ sneller (9Ae tot 12de dag) en tenslotte opnieuw trager (tZAe
tot 19de ctag) .
3ij d.e niet geslacbtsrijpe d.ieren wordt een analoog beel"d
waargenomen met d"it verschll echter dat d.e d,aling van de elelrtrisahe
weerstand v}.rgger geschied.t en reed.s vana,f d.e 5d.e d"ag een tiental
Q-eenheden lager kornt te liggen. De eintlwaarden (f9ae aae) eahtor






































Frg. 55 - Proteotyttsche akttvttett ln funktte van de pH
( l): kathepsinen
(2): kathepsrnen + neutrate endopepttdasen
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beide viskategorieën op dit tijcl.stip in dezelfde staat van bederf
verkeren. Men dient hierbij rekening te houilen met het feit tlat tle
Q-Ïíaarclen asJrunptotisch naar O streven. (Eennings 1963). Om d.eze reden
zijn cle netingen beneden Q = 10 niet gevoelig genoeg oê€rr
4,2.2. 1 6. Proteo$rtisohe_aktiviteit.
{glggryfnen (tisuur 54) .
De aktÍviteit van de kattrepsinen blijlct een algenene stijgende
tend.ens te vertonen. Deze vermeerd.erin€; is voor d.e vier g?oêpen
d.oornbaai ongeveêr gelijk, Voor de niet geslachtsrijpe d.ieren word.en
evenwel op het einde van de bewaarperiod.e bogere waard.en genoteerdt
maar ook de aanvangswaard.en liggen, zoa,Is reeds v?oeger vermeld,
hoger (zie 3.2.2.11.).
A1s optirnale pH wordt 4t5 gevond.en (figuur !!, lcurve 1). Deze
pH blijkt tijdens d.e bewaarperiode niet te verand.eren ên is d.aaren-
boven gelijk (+ 011 pH) voor al-le onderzoohte monsters, Dit geeft
een aanwijzÍng dat d.e kathepsi-nen reinig verand.ering:en ondergaa.n
tijd.ens de opslagperiod.e. Eon verschuiving van de pH d.uid.t iruterg
meestal op een gewijzigd enzymenpatroon. De optimale pH voor cLe
katheptische aktiviteit van niet gezuiverde enz;rmenextralsten van d.oorn-
haai werd tot nog toe niet bepaald.. Voor and.ere vissen'werd.en volgend.e
pH-naarden genoteerd. : haring (Clupea harengus ! 3r5 (Lr:ypen 195il,
naleeel (Sconber tapeinocephalus) en haai (MusteS-us grieeus) s 316
(Saito en Sameshiroa 1958), kÍngkJ"ip (Aoanthistius sebastoides) t 4J
en heek (Merluccius capensis) t 5rO (d.e Koning en Papendorf 1!6J).
Ter vergelijking kan vermeld. worden d.at voor hogere dieren (rr:nd.,
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Alhoewel lager dan de waarden door Siebext (1958) voor andere
vi-ssoorten opgegeven (46O tot 1 ,O35 ll e +W/n/à is ae katheptisohe
aktiviteit van doornhaai nog op een hoog pei1, vergeleken met deze
varl zoogd.ieren"
Men d.ient echter niet uit het oog te verliezen dat d.e be-
paling van deze aktiviteit in maximale omstandigheden wordt uitgovoerd'
De gegevens van figuur 54 bebben d.an ook slechts een vergelijkend.e
waard.e en geven geen beeld van de werkelijke proteolyse in d.e vÍs.
Deze hangt af van een reeks faktoren zoals temperatur:r: PHr aanwezíg-
heid van inhibitoren onz. die d.eterminerend zijn voor het verJ.oop van
de enzymatieohe reakties.
Vooral de pH za1 hier beperkend optreden. Uit figutr 55 b1Íikt
dat de katheptisehe aktiviteit bij pH 6r2-gemiddelde begin-pH van
d.oornhaai (zi-e 4.2.2,14.) slechts ongeveer 20 /" va,n d.e maxirnale waarde
bed.raagt. Men kan d.an ook aannemen dat d.e kathepsinen enkeL in het
begin van de bewaarperiode van doornhaai een zekere ro1 Ín de lroteo-
lyse icr:nnen spelen.
I*!*]g_ggg3gligasen (riguur 56) .
Voor d.e neutrale endopeptidasen wordt een ander beeld bekornen"
De 2d.e da6 word.t slechts een verwaarfoosbaar kleine aktiviteit waar-
gêooÍIêítr Dit is echter vanaf de 5de d.ag het geval niet meer. Dat
tijdens d.eze periode geen neutrale end.opeptidasen werkzaarn zijn wordt
bewezen d.oor de twee lcr:rven van figuur JJ (deze twee ln:rven werden
gekozen omdat zij ory;eveer dezelfde maxirnale waarden nl. 338 gn 340
LLe tW/h/g hebben). Kgrve t heeft betrekking op doornhaai van de
2d.e d.ag (9 ti"t geslachtsriiPr winter) en bereikt bij pH 7t5 nog
slechts een zeer kleine waande (+ 10 /Là. Kulve 2 echter, d.ie be-
trekking heeft op vis van d.e !d.e dag ($ Sesfachtsrijp, lente) ver-











































d,ezelfde lage waarde, hetgeen erop wijst d.at in d.it geval neutralo
end.opeptid.asen aktief zi1n.
Vanaf de 5d.e d.ag neemt de aktiviteit snel toe om rra, l-9 d.agen
waard.en van I8O tot 265 ,ue tvr/hfg, te bereiken bij de gesLaclitsrijpe
dieren. 3ij d.e kleine d.oornhaaien is deze stijgÍng nog sterker en
bereikt na I) dagen 2?0 tot 3BO l,Le tW/n/e. $renmin als bij de
kathepsinen wordt hier een invloed. van het seizoen of van het geslacht
líaargenomên. 0p te merken valt d.at de aktiviteit van d.e neutral-e
end.opeptid.asen slechts ongeveer de helft van deze van de kathepsinon
bereikt.
Siebert (fgfA) steld.e voorop d.at d.e neutrale endopeptid.asen
in vis uitsluitend, van bakteriëIe oorspror€ zíin. Voor doornhaai zijn
er sterke aanwijzingen dat dit werkelijk zo is. Ind.erd.aailr het begin
van de atrtiviteit van d,eze enzymen (5de da,g) valt sanen met de periode
lÍaarop algemeen aangenomen word.t dat de bakteríële aktie duidelijk
worilt (zíe 1.2.3,2.). Saarenboven is deze trrroteolytisohe alcbivitei-i;
sterker bij kleine ind.ivid.uen t uit cle resultaten van de neeste andere
bepalingen (arononiak, VRSr pHr enz.) en de organoleptische keurin6;,
blijkt duid.elijk dat d.eze vj-ssen sneller bederven I de balrterlël-e
aktiviteit is d.an ook logischerwijze sterke,r.
4.2.2.1?. Qrganolegtlsghe Ee:1r!ng. (fiexru 5?, tabel M1).
Tot en met d.e vijfde dag lcijgen de vier visgroepen ongeveêr
dezelfd.e kwotering.
Vanaf d.e negend.e dag echter word.t voor d.e kleine diqren een
d.uid.elijk la,gere waard"e bekornen, n1. gemidd.eld 13 t5 t,o.v. 1718'
De organoleptische keuring bevestigt aldus de resultaten va.r:
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haaien vlugger bed.erven. Het ond.erscheid. in bed.erfsnelheid. komt
echter bij de laboratoriumanalysen reed.s vanaf d.e 5de d"ag tot uitingt
hetgeen erop ïÍijst dat d.eze metoden gevoeliger zijn om de eerste vêr-
schijnselen van een icwaliteitsachteruitgang aan te d.uíd.en.
4.2.3. Aanvullend,e.proeven nret geslaohtsriipe en niet geslachlssiipe
doornbaaíen.
De gegevens van tabel A[2 en figuur 58 bevestigen d.e resultaten
van de vorig:e bewaarproêv€ïlr
Met uitzond.ering van Tl\[A en peptid.ênr geven aIle metoden een
duid.elijk onderscheid. tussen geslachtsrijpe (Gt ) en niet geslachtsrijpe
doornhaaien (ttC) à&ao De waarden van d.e ind.ivid.uele bepalingen liggen
trouwens op hetzelfd.e niveau als tijdens d.e vorige proêvêor
Kleinere vissen hebben kleinere myotomen, zod.at per eenhei-d"
van volume meqr myocornmata voorkomen" Daar deze laatste bindweefsels
de dragers zijn van het bloedvaten- en lymphe-systeem, dio in d.oorn-
haai niet duidelijk gescheiden zLTn (iviott L957\ en daar algemeen
vooropgesteld wordt d.at het ind.rÍngen van d.e balrberiiln in de eerste
plaats langs d.eze weg geschied.t (Shewan J-96l-), zott rnen lsrnnên aaÍr-
nemên d.at om deze red.en het bederf van kleinere, niet geslachtsrijpe
d.oornhaaien v3-ugger geschied.t.
De proef met blokken vis net klei-ne (Ot ) en grote myotonen
(GZ) geeft echter voor geen enkele bepaling een duid.eliik ond.erscheid
in bed.erfsnelheid.. De metamerie blijkt ald.us zonder invlood. te zljn"
Men kan hÍeruit besluiten dat het ind.ri-ngen van balcterifin en de d.if-
fusie van bakteriële enzJrmen, opgeloste substraten en afbraakprod.uk-
ten d.oor d.e afstand. van de myocorunata niet worden beÏnvloed.. Dit
inclrirgen moet dan ook voor een belangrijk deel rechtstreeks in de
125,
viscellen van de myotomen geber:ren, zonder d.aarorn nood.zakeliikenwiize
langs de myoconmata te gaêÍIe
3ij niet geslachtsrijpe vissen (NG) treed't een sterkere
verminderi-rrg van het gehalte aan vrije amj-nozuren op. Daar het uit-
loogeffelrt wegens de proefomstand.igheden (zelfde laagdikte) voor grote
en kleine vissen ongevee" eelijk moet zijn wijst d.it erop d.at d'e
vrije aminozuren in kleine individ.uen aan sterkere afbraak ond.erhevig
zijn. Men kan dan ook aa;rnemen d.at door het hogere gehalte aan vrije
aminozr:ren in niet geslachtsrijpe doornhaaien, d.e bakteriën een guns-
tiger voed.ingsbod.em vind€n en hiordoor een vlugger en i-ntenser bederf
veroorzaken. Verscbillende argu.nenten pleíten hier trouwê[s voose
Fruton en Simmonas (f96t) vijzen erop d.at vele bakteriën niet
in staat zijn proteïnasen in het ln:ltur.umed.ir:n vrij te steI1en. Deze
organismen hebben daarom gernakkeU-jk d.iffr:nd.eerbare stikstofbfonnen
(anmoniak, aninzuren, lagere peptid.en) nodig voor hr.rr ontwikkelin€;,
Recent werk op rundvlees (Jay en Kontou 1967) toont tïouwens
aan dat d.e bed.erfflora in de eerste plaats de aanwezige 3-aagmolelnr-
laire stikstofverbind.ir:gen, eerder d.an de eiwitten zeLf t verbru:llct,
Verd.er stelden Tomiyama en Kavta,zoe (tgS6) vast dat visauto-
lysaten voor d"e groei van bepaaLd.e bakteriën beter zijn dan de kon*
ventíoneIo media.
Jones Elllil, Ilodgki-ss en Jones (1955) en shewan en Jones
(fgff) voerd.en tenslotte vergelijkende proeven met steriele en niet
steri.ele kabeljauw uit en reporteerd.en d.at er sterke indikaties zijn
dat d.e bakteriën in de beginfaze van het bed.orf bepaalde tmije amino-
zuren (bv. glutaminezuur en P -a3:anine) ti5 voorkeur verbrtrikene a1-
hoewel d.e interpretatie van d.e resultaten d.oor het uitloogeffelct
bemoeilijkt werd.
126.
Dat de grootte zelf van d.e vis eveneens een ro1 speelt word.t
aangetoond. d.oor d.e resultaten van de proef rnet blokken van d.ubbele
dikte (3 
"t i-.p'v. 1r! cm) (c:)r waar het bederf gerj-nger is d.an d.e
overeenkomstige blokken roet kleinere dikte (Ct/CZ).
Ook bij TMA wordt d.it waargêRornêÍrr nit wijst erop d.at naast
bet feit dat d.e red.uktie van TMAO vanaf een pH hoger d.an + ?r5 door
de kleinere aktiviteit van het triamj-neoxyd.ase (liochemische fatcbor)
gerend wordt (t<,rrve NG) , d.e laagdikte (fysische faktor) eveneens êen
ro1 speeltn Dit bevestigt d.e proeven van Wood et aI. (t9+Z) die vast-
stelden dat de bakteriële red"ulctie van TII{AO hoofdzakelijk e€n oppor-
vlakteverschijnsel ie, waarbij TMAO en TI4A respektievelijk naa"r ên van
de oppervlakte d.iffund.eren, zodat d.e dikte van de aan bederf ond.en-
hevÍge 1aa6 hierbij determj.nerend is.
Iaar de waarnemingen voor pII, ammoniak en \IRS analoog zíjn,
kan men aannêmen d.at d.e and.ere bed.erfverschijnsel€n eveneene hoofd.-
zakelijk aan de oppervlakte plaatsgrijpen.
Uit d.eze aanvullond.e pnoeven kan word.en besloten dat het be-
derf van kleine, niet geslachtsrijpe doornhaai vlugger gesohied.t d.oor
het boger gehalte aan vrije arninozuren en door d"e kleinere d.ikte.
4.3- 3s:191393.
De bewaarproeven van S. acanthias in ijs toonden in de eerste
plaats aan d.at aanzienlijke hoeveelhed.en extrahesrbare stikstofver-
bindingen door het smeltwater word.en uitgeloogd.. Zo word.t de evolutÍe
van het gehalte aan ureum, TMAO en creatine tijdens d.e bewaring prak-
tisch uitsluitend door het uitloogeffekt bepaald..
127.
Verd.er d.uid.en de organoleptische keuring en de meeste be-
palingen aan dat kleinee niet geslachtsrijpe doornhaaien vluggen be-
derven d.an grote geslachtsrijpe individuen. Er kon worden aan€ietoond.
dat d.i.t te wijten is aan twee faktoren, n1. (") d.e kleinere laagdikte
en het groter relatief oppervlak, waard"oor de bakteriën v}:gger gans
het visvlees lcr:nnen besmetten en d.e uitwisseling van de af te breken
substraten en d.e gevormde bed.erfprod.ukten gemakkelijker geschied.t en
(t) fret hoger gehalte aan rmije aminozr:ren dat een gunstiger voedings-




}E OSJU(Í'IEïTE K9IAIÏTEÏTSBEPAIING VAÏ DOOM'II{AAI.
€ffi-€€+*-= e4 e<,q€FÉG€G---
. 
0m gebruikt te lcr:nnen word.en voor de objektieve }cwaliteitsbe-
paling moet een metod.e zoveel nogelijk aan volgende kriteria beant-
woord.en l
er moet een goede korrelatie met de organoleptisohe keuring
bestaan,
tijd.ens het bederf moeten d.e waarden zond.er grotê sohomme-
lirgeno ofwel voortdurend stijgen, ofwel voortdr:rend dalen ;
dit moet toelaten met een redelijke betrouwbaarheid. tcwali-
teitsgrenzen te bepalen,
de reprod.uceerbaarheid. noet voldoende zíin,
ook tijclens de eerste f azen van het bederf rnoet d.e gêvoelig-
heid bevredigend. zíjn,
cle uitvoering van d.e test moet relatief eenvoud.ig }cunnen
geschieden en weinig tijd. in beslag nemên'
ïíanneer men d.e verschillend.e metod.en die in vorig hoofdstr:k
werden besproken overloopt, d.an stelt men vast d.at vooral M",r WSt
pH en 
-rnits enkele beperkingen - TMA en elekf,rische weerstand. aan deze
kriteria imij goed. beantwoorden'
Daar de bekomen gernid.d.eld.e lcurven voor NH3r \m.S, pI{ en TIIA
een zeer anal-oog verloop kennen (figuren 20, 51 , J2 en 2l) werd. ra'3e-
gaan of zij aan een gemeenschappelijke funktie beantwoord.en.
Hiervoor werd.en eerst de algenene geuj.ddeld.en berekend..





Gemid.delde waard.en voor ammoniakr VRS' pII en TMA.
Vervolgens diend.en alle resultaten procentueel uitged.rukt te
worden ten eind.e ond.erling to lcr.::nnen torden vergeleken. Hiervoor
werd.en d.e gemid.d.eld.e waard.en van de 2d.e en van d.e 19d.e dag respek-
tievelijk op 0 en op 100 /o gesteld, Van a1le gegevens werd eerst d.e
beglnwaarde afgetrokken ríaarna met de gepasb koëfficiënt werd. vêr-
nenigvuld.igd.. Deze werd. als volgt berekend. :
100
waard.e na 1! d. 
- 
waarde na 2 d.
Volgend.e transforrnaties werd.en ald.us ingevoerd :
Geslachtsrijpe d.oornhaaien r
procentuele amnoniakwaarden = (Mla - 20 11) . 1 r24
Procentuele llRS.+raarden = (vns -Éril . 2156
Geslachtsrijp
M3 (rgr%)




























*3 (",eM) , | 19 fi
vRS(peql5nt)l e,>
piï | 6 r22
qru (neff") | o,2
5_È I 9-g
27 $ | 37,4
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Procentuele pE-waard.en = (pg - 6121) , 6016
Procentuele TNlA-waarden = (nMA - 0r1) .7rl4
Niet geslachtsrijpe doorrrhaaien c
procentuele ammoniakwaard.en = (ffi3 - I9r9) . 0186
Procentuele \ffi.S-waarden = (VnS - 615) . Z,OT
Procentuele pH-waarclen = (pH - 6122) . 4Br3
Procentuele TMA-waard.en = (fUR - 0r2) .7r29
De procentueJ-e waard.en werden in tabel 1{ opgenomenr
f-abe1 14 
- 


































































Tabe1 14 geeft een duidel-ijk beeld
de vier bepalingen (nU.O, bij de niet
uitgezoniterd.) .


















Tenslotte werd de gemeensahappelijke funlctie bepaald. &
werd. hierbij vastgesteld d.at het verloop van de visr bed.erfwaarden
met een goede benad.ering seni-logaritnisch is, op vool!Íaarcle clat een
konstante aan d.e resultaten wordt toegevoegcl.
Voor geslachtsrijpe d.oornhaaien werd. ald.us gevonden clat vol-
gende fwrlctie rechtlijnig verloopt ?
1oe (? + Y)
waarbij Y d.e procentuele NH.-r WSr pE- en TIIIA-+raard.en voorsteJ"t.
De regressielijn, berekencl met de netod.e va"n de kLeLnsts
IíÍadraten, beantwoordt aan r Lo9 (? + t; = OrO?0 t + O t686, waarbii
t het aantal d.agen voorstelt, Deze funlctie werd in figuur Jl grafiscb
uitgezet.
)e vier netod.en vofu;en aldus ongevêen hetzeLfd.e bederfpatroon
en evolueren vrijwel op dezelfdo wijze. Enkel d.e 9de d.ag wordt voor
VRS, lfE1 en pH een ietwat sterkere a^fwijking genoteerd. Daar clit
verbind.in€lvoor TII{A niet word.t vastgesteld.r wijst d.it erop d.at d.eze
voor geslaohtsrijpe doornhaaien gevoeliger is.
Voor de kleine individ.uen bleek een analoge funlctie geld.ig
te zijn, maar een hogere konstante d.iende ingevoerd te worden r
rog (ao + r)
De regressielijn is dan ook verschillend. :
rog (zo + ï) = oto47 t + 1 1194
132.
Eet sneller bederf van deze doornhaaien komt alclus d.oor d.e
hogere konstante en de gewijzigd.e richtingskoëfficiênt ciuid.elijk tot
uiting (figuur 59).
In tegenstelling met de grote vissen komt TMA niet meer met
NH., pII en IIRS ov€T€êÍlo Dit is te wijten aan het f eit dat cle vornlngJ
van TMA, zoals in 4.2.2.3. besproken, vanaf de 12d.e d.ag sterk word,t
geremd, Deze stikstofbase kan d.an ook moeilijk voor d"e objelrtj"evo
kwaliteitsbepaling van niet geslaohtsrijpe doornhaai worclen gebruilrt.
De elektrische weerstand blijkt vooral gescbikt our het beclef
in d.e eerste f azen van ile bewaarperiod.o te volgen. ?'oals reeds in
4.2.2.1!. vermeld, is d.e gevoeligheid" bii lage Q-waarden sterk 17êr-
mi-nderd. Daarenboven blijkt d.e metode talríjke bijkonaende nacielen te
bezitten, lÍaarvan d.e voornaamste zijn : (") onmogelijkJreitl. cLe meting
op ontveld.e vis uit te voeren, (b) grote gevoeligheid. voor loneuzíng'en,
uitdroging en invloed. van elektroJ-yten (bv. sporen zeewater) , Deze
nadelen werden reeds tijdens bederfstudLies op and.ere vissomton vast-
gesteld (Vyncke L967).
Van d"e vrije aminozrnen zijn t;mosine en lysine al-s aanurL-
lende objektieve l<waLiteitsbepalingen nuttig ond,at ze de eerste
ctuidelijke tekens van kwaliteitsafname aanduid.en door het feit d"at ze
in pas gevangen d.oornhaai trrralctisch niet voorkomenr
Vrij methj-onine en ornithine kunnen êveneens waarde\rol ziin,
zelfs als lmaLitatieve bepalingen, daar d.eze amj-nozurên pas op het
eind.e van de bewaarperiode voorkomen en aldus d.e nabijheid' van d.e
gtens van bederf aangeven.
De organoleptisobe ker:ring toonde aan d.at bij ongoveer 8
pr:nten op 30.d.e vis rmijwel bodorven is. ï{anneer men d.eze lcrotering
1 33.
net de andere bepalingen vergeliikt I worden bij benad.ering voJ"gend.e
girenzen bekonen r
a,nrnoniak z 60 rng N l,
TilIA (gesl,aohtsrljpe doornhaaien) z 9 W N í'
1IRS r 30 /beq/5 nI
pH. t 712
elelctrisoheweerstand. t Q- 15
Voor d.e hier beschreven proefonstanciighed.en kont clit overeen
met een bewaarcluur van tespelstieveliik 15 en L2 da'gen voor de gie-
slaohtsrljpe en niet geslachtsrijpe d.oornbaaiên. De organolepti.sohe
ker:ring toonde aan d.at deze grenzen zowel voor kleine aLs vool grote
vissen gelden. Dit kont troulrene duicielijk tot uiting in figuur 59




ïn dit tryx.oefscbrift werd eerst nagegaan hoe de voornaaJlste
biologiscbe faktorene n}. geslacbt, geslachtsrijpheid (ouderd.om),
seizoen ên voeding het gehalte aan de vootnaamste extraheerbarê stik'-
stofverbinalingên Ín pas gevan€ien doornbaai beïnvloeden en welko varian-
tie hierbij voorkomt.
De voed.ing van S. acanthias van het Zuid.eLiik d.eeI va^n cie
Noordzee blijkt niet d.oor het seizoen beïnvloecl. te word.en. EVenrnin
is tussen wijfjeE en mannetjes of tussen gêslaohtsriipe en niêt ge-
sl-achterijpe vissen een onderscheid. vast te stellen. Vie vornt het
voornaanste voedsel, met eên overwicht Ammod.yticlae (snelt êrt zÊJrd.-
spierlng). Opmerkenswaardig is echter het feit dat Ln 49 /o van d'e
gevaLlen lege magen werden aangetroffen.
Uit d.e vastgestelde maaginhoud, kon besloten wordlen clat de sig-
nifikante verscbillen d.ie bij d.iverse verbind.ingen werden vaargsnoment
|n ied.er geval- niet door een geïiizigd.e voeding veroorzaakt zijn.
De kleino, niet geslachtsrijpe d.oornhaaien bevatten signifi-
kant meer 0( 
-aninostikstofo 6( -alanine, glutaninezuur, gJycine en
hebben een sterkere kathepsinenaktiviteit'
Deze hogere waard.en zijn noch aan de voed,ing, nooh aa.n d.e
osÍnotische tlruk te wijten, maar aan het feit dat de meeste a,nj.nozlEen
aan bet eiwitmetabolisme d.eelnemen. In een jong orga,nisme is cle groei
intenser zodat meer ï:rije ( 
-aminozuren voorkomen'
Het pepticiengehalte word.t claarentegen door het seizoen be-
invloed. r in de lente-zomer-period.e ís het gehalte hoger d,an ln d.e
1 35.
herfst-+linter-periode, Het verschillend. gedrag van de peptid.en on
van de vrije aminozuren wijst erop dat d.e bÍochemisehe realgties dio
tot d.e vorming van beide groepen verbindingen leiden, niet op de-
zel-fde wijze word.en beïnvloed. Overige extraheerbare stikstofvêt'-
blndingen blijken noch door het geslacht, noch door de gesLaahtsriip-
heicl, noch d.oor het seizoen te worden beïnvloed..
ïn verband. met d.e vrije aminozr:ren ondersoheid.t S. acanthias
zioh van d.e neeste beenvissen d.oor (a) troge gehalten aan glyoine,
leucine, cysteïne, cystine, proliner hyd.roxyproline en sareosinet
(t) net weinig of niet voorkomen van lysine en histidine.
In geen enkel geval worden volgende rmije aminozr:ren'ÍÍaarge-
nomen t nethiorrine, t;rrosine, tryptofaan, ornithine en ; zo.als v€lr-
meld. 
- 
histid.ine. Evennin word.en anserine, carnosi-ne en l-'+nethyl-
histidine gedetekteerdl hetgeen in tegenstellíng is rnet wat voor de
meeste beenvissen wordt wêêxgêÍrolllêÍro
TensLotte worden bij het droge stof- en het totaal stikstof-
gehalte geen signifikante verschillen vastgesteld. De d,oornbaai
blijkt in dit verband sterk af te wijken van de meeste and.ee vis-
soorten, waar wel d"uidelijke seizoeninvloeden te besper.uen vaLlen.
De redenen hiervoor zijn dat er in d.e voed.ing Socn seizoen-
verschillen te noteren zijn en d.at de geslachtscyclus uitzond.erl-ijk
lang is (48 roaand.en) zod.at d.eze minder va,rr het organisnne vergt.
Vervolgens werd. tijd.ens bewaarproeven i-n ijs bestudeerd. hoe
de vastgestelde verschillen in samenstelling van pas gevan€iên
S. acanthias door d.e vermeld.e biologische faktoren veroorzaakt, de
evolutie van de extraheerbare stikstofverbind.Íngên en d.e snelheld.
van bederf van d.e vis beïnvloeden.
136.
Teneindedeinvloed'vanhetspoeleffektvanhetsmeltwater
van het ijs na te gaan werd eerst een reeks uitloogproevên uitgevoerd'
Eieruit bleek dat het spoeleffekt voor praktisctr alle proeven geclurende
de eerste negen dagen het sterkst is. AanzLenlijke hoeveelhed'en stik*'
stofbestand.delen worden tijd.ens deze period.e uitgeloogd'
Er kon worden aangetoond d"at
bind.ingeÍl orulo ureumr TMAO, creatinet
sluitend door het spoeleffekt bepaald'
aftraako
Door de r:reumafbraak worden grote
vornd ; nl. respelcbi-evelijk gemid"d'eld 101
kleine vissên.
hot verloop van dj-verse ver-
tijdens het bewaren, bijna uit-
word.t en niet door de bioohenische
hoeveelheden ammoniak ge-
en 136 ng N {" bij grote en
Derneestep3oevêÏltoondenaarrd.atdekleine,nietgeslachts-
rijpe doornhaaien vlugger bederven dan de grote, geslachtsrijpe ind'i-
viduen. versohiLlen in bed.erfsnelheid. te wijten aan het geslacht of
bet seizoen werden echter niet waargênomen'
NiettegenstaandedehogereTl(A0.gehaltenblijfthetgehalte
aan TMA relatief 1aag. Verdorword vastgesteld. d.at bii d.e niet ge-
slachtsrijpedoornhaaienhetTlvlA-gehaltevande5d'etotde12ded.a8
vh.:gger oploopt d.an bij geslaohtsrijpe viss€n" De 19de d'ag echter
worden ongeveer d.ezelfde hoeveelhed.en aangetroffen, zod'at vanaf de
12de dag een duidelijke remning van de TllA-vorrning voorkomt, te tijten
aan eên inhiberend.e werking van de hogere pE'
Het d -amino-gehalte kent een sinusoïd.aa3- verloop t a'fWis-
selend d.alend, stijgend. en opnieutr d.alend. 3ij d'e kleine doornha'aieir
zijn d.eze d.alingen en stijgingên meeÏ uitgesproken'
Het verloop varl B -ara,ninê en asparagin e'.,1,E is onregermatig
naar rÍijst eerder op eên relatief konstant gehalte.
Sarcosine en tar:rine, die niet in eiwitten voorkoment kennen
een algemeen dalend verloop, hoofd.zakelijk te wijten aan het uitlogen"
TSrrosine en lysine worden pas vana,f ae 5de d.ag waargenomen
en stijge,r dan relatief vItrg.
Methionine verschijnt pas in kleine koncentraties (3. tot 5 mg
í.) de 12de dae bii de geslaehtsriipe en de tde d.ag bij d'e niet ge-
slaohtsrijpe doornhaaien. Dit gehalte ondergaat weinig veranderingen








Ornithine wordt enkel vanaf d'e !d'e
waargenomen. IIet gehalte toont verder Seen
melt tussen 2 en 7 
^g /".
Serine en valine verd.wijnen reeds
erop wijst d.at d"e afbraakrealcties van deze
d.an d.e vormingsreakties.
13?.
worden aangetoond d.at d.e afbraak van de
bij deze kategorie vroeger begint en intenser
.rru.r, d 
-alanine, argininel fenylalanine,
leucine en threonine komt vrii goed. met d'ít
d.ag bij de vier visgroePen
duidelijke lijn en schom-
vanaf d.e 5de d.a,g hetgeen
aminozuren sterker doorgaan
Van histid,ine word.t slechts in enkele gevallen sporen aange-
troffen. vrij histidine komt ald.us én in pas gevangen doornbaai 6n
tijd.ens het bewaren van d.eze vis praktisch niet voor, hetgeen vollodig




$ij proline wordt een algemene koncentratieverminderirrs* vast'*
Deze vermind.ering is echter tussen d.e 2de en de )de d.ag het
en is hoofdzakelijk te wijten aan het uitloogeffekt.
Ilydroxyproline vertoont een ander beeld.. In het begin va.n
de bevaarperiode wordt een daling waargenomen, hoofd'zakelijk aan het
spoeleffekt te wijten. Nad"ien treed.t echter e€n vermeerdering van de
koncentratie op, te wijten aan de steeds meer doorgedreven d'ograd'atie
van de bindweefsels 'víaarin d.it iminozuur praictisch uitsLuitend. voorkomt'
cysteïne vertoont eerst eveneens een d.alingr 8evol8id door een
regelmatige stijging, hetgeen erop wijst d.at de reakties d.ie leiden
tot het vrijstellen en/of de vorming van cysteïne sterker dan d'e af-
braakreakties zíin. Cystine d.aarentegen vertoont een eerder vlak ver-
loop. tr{aterstofsulfide, het typische afbraakprodukt van cysteïneo
word.t enkel op het einde van de bewaarperiode waargenomeÏIt lÍanneer het
mid.don meer anaëroob geworden is.
Chol-itre en betaïne verloperL zeer onregelmatig'
De vluohtige red.ucerende stoffen vertonen ged.r:rend.e d.e eorste
! d.agen slechts een matige stiiging. Daarna echter gaat d'e koncen-
tratie zeer vlug omhoog, 3Íi d.e niet geslachtsrijpe d.oornhaaien wordt
een hoger gehalte bereilcb dat nooh aan anmoniak nooh aan TNIAr maar aan
andere vluchtige reducerende verbind.ingen (vluchti.ge zurent a3'd'ehyd'ent
ketonen, enz,) te wijten is'
De pH stiigt relatief vh.rg en bereikt na l) d' hogere waardon
dan in beenvissen (B'ZB t.o.v. 6190). De reden hiervoor is het vTii-
komen van grote hoeveelheden ammoniak'
139,
De elektrische weerstand. d.aalt gevoelÍg de eerste vijf d.agent
hetgeon erop wijst d.at de dielektrische eigenschappên van de celmem-
branen vanaf het begin van d.e bewaarperiod.e vlug verand.eten' Do verdere
d.aling is d.an mind.er stelk"
De aktíviteit van de kathepsinen blijkt een algemeen stijgende
tendens te vertonen. laar de optimale fr 4t5 bed.raagt, kan mên aan'-
nemen d.at de kathepsinen enkel in het begin van d.e bewaarperiod.e een
zekere ro1 in d.e proteolyse kr:nnen spelen'
De neutrale endopeptidasen worden pas vanaf d.e 5d.e d.a6 werk-
zaam en d.e alcbiviteit Siigt van d.an af v1ug, Deze end.opeptid.asen zijn
van balcteríêIe oorspronge
Uit aanvullende Írroeven met kleine en grote doornhaaien lion
aangetoond worden dat de kleine ind"íviduen wegens twee redenen vlugger
bederven : (") het hoger begingehalte aan vrije aminozr:rent dat een
gr.igstiger voedingsbod.em voor d.e mikro-organismen vorrnt r (t) d.s kloinere
laagd.ikte en g3oter relatief oppervlak die het indringen van d.e nileo-
organismen vergemakkelijken en daarenboven d.e d.iffusie van de substrcr.ten
en afbraakstoff en besPoedigen.
De metamerie van d"e visspieren blijkt hierbii geen invloed.
te hebben.
Tenslotte 'werd. ond.erzocht welke bepalingen voor de objelcticve
lcwaliteitsbepaling van S. acanthias kunnen gebruikt worden. Uit cle
resultaten van de organoleptische ker.ririgen bliikt dat vooral ammoniak,
ïtsS, pH, en elektrische weerstand in aanrnerking komen. Voor gcslachts-
rijpe indíviduen kan TMA ook gebruilct worden. Amnonj-akr VRS, pH en
TMA blijken daarenboven met een goede benad.ering aan dezelfd.e seni-
logaritrniscbe fi.:nktie te beantwoord.en.
14O.
De elektrisohe weerstand.blljkt vooraL geschikt oro het be-
derf Ín de eerste fa,zen van de bewaarperiode te volgen.
Van d.e vrije aminozr:ren zijn ttrmosine en lysine als r.aÍil/ul-
lende objektieve kwaliteitsbepalingen nuttig omclat ze de eerste d.uid.e-
IÍjke tekens van kwaliteitsa^fna,ne aancluiden door bet feit d.at ze Ín
pas gêvangen doornhaai praktisoh niet voorkonên.
Vrij methionine en ornithine icr.urnen eveneens ríaardevoL zijnt
zelfs a}s l${aLitatieve bepalingen, d.aar deze aminozuren pas op het einde
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